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RESUMEN

Acalypha cuspidata Jacq. (Euphorbiaceae), conocida cominmente como hierba de la
arafia, se usa para tratar enfermedades como la varicela, sarampion y para ayudar a
cicatrizar las heridas rapidamente. Los estudios biologicos descritos de fracciones de
polaridad intermedia de la parte aérea de A. cuspidata han demostrado actividad
antimicrobiana, antioxidante, antipoisomerasa, antifungica, capacidad de induccién de
apoptosis en células de cancer de ovario SKOV-3 y actividad antitumoral en el modelo de
ratbn Nu/Nu. EI objetivo del presente trabajo fue aislar y elucidar las estructuras de los
compuestos organicos mayoritarios y evaluar la actividad antitopoisomerasa de fracciones
enriquecidas o compuestos puros de A. cuspidata. El estudio quimico se realizd en
extractos de hojas-flores (A), tallos (B) y raices (C). La purificacion de los compuestos
organicos se realizé en columnas cromatogréficas con Cig y gel de silice. Del analisis de
los espectros de RMN de *H y °C se identificaron: metil carboxilato de brevifolina (1),
mezclas de acidos grasos insaturados libres, ésteres metilicos de &cidos grasos y
triacilgliceroles (Ila y Ilb), mezcla de ftalatos con &cidos grasos (I11), derivados del
acido elagico (IVa), acido 3,4-dihidroxibenzoico en mezcla con carbohidratos (1Vb), 3-
O-f-pD-glucopiranosido del s-sitosterol (V), mezcla de carotenos con triacilgliceroles (V1),
estigmasterol (VII), mezcla de VII y pg-sitosterol (VIII), 4-O-p-p-glucopirandsido del
acido  3,3-dimetil-elagico (IX) y (E)-N-feruloiltiramina (X). La actividad
antitopoisomerasa se realiz6 mediante la inhibicion/crecimiento de la expansion clonal,
utilizando las cepas JN394 y JN362a de Saccharomyces cerevisiae. Las mezclas de
acidos grasos libres, ésteres metilicos de &cidos grasos y triacilgliceroles (lla y 11b)
mostraron actividad antitopoisomerasa inhibiendo el crecimiento de JN394 un 47.7 £ 1.54
y 45.3 £ 2.07 %, respectivamente, y no afectaron el crecimiento de la cepa JN362a
(130.34 £ 2.08 y 89.67 £ 1.36 %, respectivamente).
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ABSTRACT

Acalypha cuspidata Jacq. (Euphorbiaceae) commonly known as spider grass, is used to
treat diseases such as chicken pox, measles, and to help heal wounds quickly. The
biological studies described from intermediate polarity fractions of the aerial part of A.
cuspidata showed antimicrobial, antioxidant, antitopoisomerase, and antifungal activities
and apoptosis induction capacity in SKOV-3 ovarian cancer cells, and antitumor activity
in the mouse model Nu/Nu. The aim of the investigation was to isolate and elucidate the
structures of the main compounds and evaluate the antitopoisomerase activity of enriched
fractions or pure compounds. The chemical study carried out examined leaf-flower
extracts (A), stems (B) and roots (C). The purification of the organic compounds was
performed on Cis and silica gel chomatography columns. Analysis of *H and *C NMR
spectra led to identify: methyl brevifolincarboxylate (I), mixtures of unsaturated fatty
acids, fatty acid methyl esters and triacylglycerols (Ilay I1b), phthalates mixed with fatty
acids (I11), ellagic acid derivatives (IVa), 3,4-dihydroxybenzoic acid mixed with
carbohydrates (IVVb), 3-O-p-b-glucosyl-g-sitosterol (V), carotenes mixed with
triacylglycerols (VI1), stigmasterol (VII), stigmasterol mixed with pg-sitosterol (VI1II),
3,3 -dimethylellagic acid-4"-O-p-p-glucopyranoside (1X) and (E)-N-feruloyltyramine (X).
Antitopoisomerase activity was assessed through the inhibition/growth of clonal
expansion, using Saccharomyces cerevisiae strains JN394 and JN362a. The mixed of
unsaturated fatty acids, fatty acid methyl esters and triacylglycerols (ll1a y 11b) showed
antitopoisomerase activity by inhibiting the growth of JN394 (47.7 £ 1.54 and 45.3 £ 2.07
% respectively), and did not affect the growth of JN362a (130.34 £+ 2.08 and 89.67 + 1.36
%, respectively).
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Evaluacién de la actividad antitopoisomerasa de compuestos puros de
Acalypha cuspidata Jacq.

Capitulo 1. INTRODUCCION

Acalypha es el cuarto género méas grande de la familia Euphorbiaceae, y en México los
estados que tienen mayor diversidad son Oaxaca, Guerrero y Michoacan (Villasefior,
2016). Estudios fitoquimicos demuestran la presencia de compuestos fenolicos,
terpenoides, cumarinas, glucésidos, flavonoides, esteroides, saponinas, taninos,
alcaloides, antraquinonas, antocianinas, sesquiterpenos y diterpenos (Fawzy et al., 2017,
Seebaluck et al., 2015; Iniaghe et al., 2009). Especies de este género se utilizan en la
medicina tradicional para el tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas,
inflamatorias, diabetes, cancer, asi como, problemas respiratorios. Dada la importancia
bioldgica de los compuestos aislados del género Acalypha actualmente compuestos puros
y sus extractos han sido patentados como medicamentos, los cuales, se encuentran en el
mercado (Mwine y Van, 2011).

Acalypha cuspidata Jacg., conocida cominmente como hierba de la arafia, se usa para
tratar enfermedades relacionadas con microorganismos, como varicela, sarampion vy
ayuda a cicatrizar las heridas rapidamente (Lira-De Ledn et al., 2017; Herrera-Martinez,
2016; Rocha-Gracia et al., 2011). Los estudios bioldgicos del extracto metandlico y del
extracto de acetato de etilo (AcOEt), obtenidos del crudo metandlico, de la parte aérea de
A. cuspidata descritos por nuestro equipo de trabajo, exhiben actividad antimicrobiana,
antioxidante, antipoisomerasa, antifungica, capacidad de induccién de apoptosis en
células de cancer de ovario SKOV-3 y actividad antitumoral en el modelo de raton Nu/Nu
(Lira-De Ledn et al., 2017; Rocha-Gracia et al., 2011; Herrera-Martinez, 2010, 2016).
Estos reportes muestran el potencial de A. cuspidata como una fuente prometedora de
compuestos bioactivos con potencial anticancer. Partiendo de lo anterior, es fundamental
el estudio quimico de A. cuspidata, para caracterizar los compuestos que podrian ser los
responsables de las actividades bioldgicas mencionadas. Por lo que, el objetivo de este
trabajo fue obtener y elucidar las estructuras de los compuestos bioactivos y evaluar la

actividad antitopoisomerasa in vitro, de subfracciones enriquecidas 0 compuestos puros.



1.1 Justificacion

Los metabolitos secundarios (MS) aislados de plantas pueden tener actividad bioldgica,
caracteristica que los convierte en candidatos de compuestos nuevos con potencial
farmacologico, con actividad similar o superior, y en algunos casos con efectos
secundarios menores que los tratamientos quimicos convencionales. Por lo tanto, las
especies vegetales son una fuente importante para el descubrimiento de nuevos farmacos.
De acuerdo con estimaciones, solo el 6 % de las aproximadamente 300,000 especies
vegetales existentes, han sido investigadas sistematica y farmacol6gicamente, y alrededor
del 15 % han sido estudiadas fitoquimicamente (Cragg y Newman, 2013; Verpoorte,
2000), por lo que hay especies que son fuente importante de compuestos bioactivos
naturales. Un ejemplo es Acalypha cuspidata, ya que del extracto metanolico y su
fraccion de AcOEt de la parte aérea para obtencidn de subfracciones tiene reportes de
actividad antimicrobiana (Lira-De Leon et al., 2017; Rocha-Gracia et al., 2011; Herrera-
Martinez, 2010), antioxidante (Lira-De Ledn et al., 2017; Herrera-Martinez, 2010),
antipoisomerasa (Lira-De Ledn et al.,, 2017), antifingica (Herrera-Martinez, 2010),
capacidad de induccién de apoptosis en células de cancer de ovario SKOV-3 y actividad
antitumoral en el modelo de raton Nu/Nu (Herrera-Martinez, 2016). Partiendo de este
ultimo estudio se pueden ligar los antecedentes de la planta: actividad antitopoisomerasa,
con la obtencién de compuestos con potencial anticancer. Esto se prevé, debido a que el
mecanismo antitopoisomerasa es responsable de la inhibicidn de la proliferacion celular.
Asi, la obtencién de moléculas con actividad antitopoisomerasa representa un gran

potencial en el descubrimiento de compuestos anticancerigenos.

Los reportes previos reflejan el potencial de compuestos con impacto farmacoldgico que
puede tener A. cuspidata, por lo que es importante aislar, purificar y elucidar los
compuestos bioldgicamente activos. El presente estudio contribuye al conocimiento
quimico de la especie, permite entender su actividad biol6gica y propone considerarla

como una fuente de compuestos con potencial propiedad anticancer.



1.2 Relevancia
Por primera vez, se aislaron los compuestos organicos de extractos de hojas-flores, tallos

y raices de A. cuspidata.

1.3 Hipotesis
A partir de extractos de polaridad intermedia se obtendrdn compuestos organicos

responsables en parte, de la actividad antitopoisomerasa en A. cuspidata.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Aislar y elucidar las estructuras quimicas de los compuestos organicos de A. cuspidata,
desde extractos de hojas-flores, tallos y raices, y evaluar su actividad antitopoisomerasa

de fracciones enriquecidas 0 compuestos puros.

1.4.2 Objetivos especificos
1. Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los MS presentes en hojas-
flores, tallos y raices de A. cuspidata.
2. Elucidar las estructuras quimicas de los compuestos organicos purificados
mediante el analisis de datos adquiridos de técnicas espectroscopicas.
3. Evaluar la actividad antitopoisomerasa in vitro de fracciones enriquecidas o

compuestos aislados.

1.5 Metas
Objetivo 1
1.1 Obtener extractos crudos de hojas-flores, tallos y raices de A. cuspidata con
disolventes de polaridad distinta usando extraccién asistida por ultrasonido.
1.2 Realizar particiones de los extractos crudos, con disolventes organicos apropiados
para obtener fracciones de menor complejidad.
1.3 Obtener compuestos puros o fracciones enriquecidas, de hojas-flores, tallos y

raices de A. cuspidata mediante cromatografia en columna abierta (CC).



Objetivo 2
2.1 Obtener los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de los
componentes puros Yy fracciones enriquecidas.
2.2 Caracterizar e identificar los compuestos organicos mediante la interpretacion y
andlisis de los datos espectroscdpicos.
Objetivo 3
3.1 Evaluar la actividad antitopoisomerasa in vitro de camptotecina (CPT) y etopésido
(ETP) como controles positivos utilizando las cepas JN394 y JN362a de
Saccharomyces cerevisiae.
3.2 Determinar la actividad antitopoisomerasa in vitro utilizando las cepas JN394 y
JN362a de S. cerevisiae de las fracciones enriquecidas o compuestos puros

obtenidos de A. cuspidata.

1.6 Limitaciones de la tesis

La actividad antitopoisomerasa, se evalud con fracciones libres de ftalatos y compuestos
puros, aislados de A. cuspidata, de los cuales se obtuvieron, al menos tres miligramos de

cada uno.



Capitulo 2. MARCO TEORICO

Las plantas, hongos, bacterias y algas, representan un reservorio de MS, también
denominados productos naturales (Brusotti et al., 2014). Los MS son biomoléculas de
peso molecular bajo consideradas no esenciales para la vida del organismo productor,
contrario a los metabolitos primarios (Agostini-Costa et al., 2012). Estas moléculas
orgénicas se producen en una secuencia de reacciones anabdlicas como catabdlicas
catalizadas por enzimas y controlados por factores bioticos y abidticos, que se conocen
como metabolitos secundarios. Se considera que los MS son producidos por necesidades
propias del organismo para la sobrevivencia, adaptacion al medio ambiente, como
generacion de compuestos de desecho y probablemente para otras actividades adn
desconocidas. Segun las rutas biosintéticas, los MS son agrupados en tres familias

quimicas principales: alcaloides, terpenos y compuestos fendlicos (Brusotti et al., 2014).

2.1 Familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es una de las mas diversas en México, conformada por 714
especies, se ubica como la quinta familia mas grande del reino vegetal (Villasefior, 2016),
esta integrada por especies desde arbustos y herbaceas, hasta arboles grandes. La familia
Euphorbiaceae se halla distribuida en zonas tropicales y subtropicales ampliamente. Esta
familia presenta una diversidad de MS, algunos como los ésteres de forbol presentan
efectos tdxicos, pero Utiles, ya que poseen actividad antimicrobianas, antitumorales y
propiedades molusquicidas e insecticidas (Goel et al., 2007).

Estudios fitoquimicos de esta familia evidencian la presencia de una gran variedad de MS
con potencial terapéutico, los principales son terpenos como el casbeno (diterpeno)
(Kirby et al., 2010). Otros son ésteres de alcoholes diterpénicos, los cuales han mostrado
actividad antitumoral significativa (Baloch et al., 2005). También hay reportes de
triterpenos con actividad antimicrobiana (Awanchiri et al., 2009). Los flavonoides son
otro grupo importante, tales como la afzelina, quercitrina y miricitrina mostraron
actividad contra Plasmodium falciparum con un ICso de 1.1, 4.1, 5.4 pg/mL,
respectivamente (Liu et al., 2007). Otros compuestos descritos en esta familia son fenoles
simples, taninos, aminas y quinonas (Falodun et al., 2008; Payo et al., 2001). Los



alcaloides también se encuentran presentes, tal es el caso de corydina, norisoboldina
(Ravanelli et al., 2016; Payo et al., 2001) y derivados de quinolizidina (Rizk, 1987)
aislados del género Croton. Lo anterior ha resultado que diversos compuestos y extractos
aislados han sido patentados como medicamentos por ejemplo como anticancerigeno con
patente US 6923923 o antiiflamatorio con patente US 2007/0248694 Al (Mwine y Van
2011). En el Cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de MS aislados de la familia

Euphorbiaceae.

Cuadro 1. MS aislados de la familia Euphorbiaceae.

MS Actividad Compuestos reportados

Antifangica
Diterpeno
Antitumoral
Terpenos
17-[(2Z, 4E, 6Z)-deca-2, 4, 6-trienoiloxi]
ingenol (Baloch et al., 2005)
% CO,CH;
. . (0)
Triterpeno Anti- -
microbiana

HO

28-B-D-Glucopiranosil-30-metil-3--
hidroxiolean-12-en-28,30-dioato
(Awanchiri et al., 2009)



Cuadro 1. (Continuacién)

MS Actividad Compuestos reportados

Antimalaria

Miricitrina
. Liu et al., 2007
Compuestos Flavonoides ( )

fendlicos

Antioxidante

Amentoflavona (3’, 8"-biapigenina)
(Kassem et al., 2013)

MeO

Alcaloides  Derivado de Anti-VIH
isoquinolina MeO,

Corydina
(Ravanelli et al., 2016).




2.2 Género Acalypha

Acalypha es el cuarto género méas grande de la familia Euphorbiaceae con 108 especies.
Los estados con mayor diversidad en México de este género son Oaxaca, Guerrero y
Michoacan (Villasefior, 2016). Muchas especies de Acalypha se usan como plantas
medicinales, otras se usan como insecticidas, repelentes y en veterinaria. (Seebaluck et
al., 2015). Asi mismo, se encontr6 que las especies de Acalypha utilizadas
tradicionalmente poseen al menos una de las actividades biologicas siguientes:
antimicrobiana,  antidiabética,  antioxidante,  antiinflamatoria,  anticancerosa,
leishmanicida, antihiperglucemiante, antihipertensiva, analgésica, antihelmintica, entre
otras.

Por ejemplo, el extracto metanolico de la parte aérea A. integrifolia mostr6 una actividad
antibacteriana significativa contra E. coli (CMI = 0.06 mg/mL) (Seebaluck-Sandoram et
al., 2017). Por otra parte, el extracto crudo de CH2Cl, de A. platyphilla presentd la
actividad antioxidante mayor (ICso = 111.99 mg/L) que el control positivo, la
hidroquinona (ICso = 151.19 mg/L) (Mosquera et al., 2007). Mientras tanto, los extractos
de AcOEt y Hx de A. wilkesiana desencadenaron apoptosis en células de glioma humano
(ICso = 28.03 + 6.44 pg/mL) y carcinoma de pulmoén humano (ICsop = 89.63 + 2.12
pug/mL) mediante rupturas en el ADN de unay de doble hebra (Lim et al., 2011), debido a
que estos extractos no tuvieron efectos citotoxicos en células normales, se pueden
considerar como agente citotdxicos para las lineas celulares evaluadas.

Estudios quimicos de este género reportan la presencia de compuestos como: flavonoides,
cumarinas, antocianinas, taninos, esteroides, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
aceites esenciales, saponinas y alcaloides (Fawzy et al., 2017; Seebaluck et al., 2015;
Iniaghe et al., 2009).

En el Cuadro 2, se muestran algunos ejemplos de MS aislados en este género.



Cuadro 2. Especies de Acalypha empleadas en la medicina tradicional mexicana y sus MS.

Especie Uso Actividad MS Compuestos
medicinal biolégica reportados
flavonas, Vitamina E; fitol;
Para aliviar Antioxidante flavanona, éster metilico del
A. erupciones en la Antibacteriana flavonol, acido linolénico, del
monostachya piel, Antifungica acidos grasos  4&cido linoleico y del
Cav. enfermedades de y sus ésteres, acido palmitico;
origen bacteriano terpenos octadecanal
y fangico
(Canale et al., 2011,
Macias et al., 2009)
Timol, alcanfor, vy-
A. phleoides Para aliviar Antiespasmodica  Monoterpenos  terpineno
Cav. molestias Antiprotozoaria
gastrointestinales (Astudillo et al.,
2004; Calzada et al.,
1998)
A Actividad
alopecuroies Infeccionesde la  inhibidora sobre No descrito
Jacq. piel y asma la activacion de No descrito

NF-«xB
Antiinflamatorio

(Bork et al., 1997)

2.3 Acalypha cuspidata Jacq.

Esta especie es conocida comunmente como Jabachopo o hierba de la arafia, Figura 1, sus

tallos y hojas son Utiles para tratar las infecciones de la piel (Lira-De Ledn et al., 2017),

en enfermedades como la varicela y el sarampién (Rocha-Gracia et al., 2011) y para

cicatrizar rapidamente las heridas de la piel (Herrera-Martinez, 2016).

A. cuspidata es un arbusto que puede alcanzar alturas de hasta 1.5 m de altura, monoico,

con ramas delgadas, tiene estipulas de 3-4 mm de largo, ensanchadas en la base y

pubescentes. El peciolo es de 2-5 cm de largo. Laminas foliares de 4-12 x 2.5-8 cm de

largo, de ovadolanceolada a subtriangular-lanceoladas, con base obtusa a cordada, apice
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de acuminado a cuspidato-acuminado, margen aserrado o crenado aserrado, haz con
pustulas diminutas, nerviacion palmeada. Inflorescencias espiciformes axilares, de
coloracion verde blancuzca, su época de floracion abarca del mes de junio hasta agosto
(Sanz et al., 1994).

Taxonomia
Reino: Plantae
Filo: Mangoleophyta
Clase: Mangoliopsida
Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae
Género: Acalypha

Especie:  A. cuspidata Jacq.

Figura 1. Parte aérea de A. cuspidata Jacg. y su clasificacion taxondmica.

Entre los estudios bioldgicos para esta especie se encuentra la actividad antimicrobiana
del extracto metandlico de la parte aérea. Se evalud contra cinco cepas de Staphylococcus
(HI = 6.25-10.25 mm, 50 mg/mL) resistentes a la meticilina (HI =10 mm, 10 ug/mL)
(Rocha-Gracia et al., 2011). De la extraccion con AcOEt se obtuvieron subfracciones que
mostraron inhibicion del crecimiento de S. epidermidis a concentraciones de 10 mg/mL
con HI = 24.5, 23.5, 21.5, 20.5, 20.3 mm, y una de ellas con HI = 26.3 mm, actividad
similar al cloranfenicol (control positivo, HI = 25.9 mm a 1.193 mg/mL) (Herrera-
Martinez, 2010). Para S. aureus, se reporta un valor de concentracion minima inhibitoria
de 97.65 ng/mL (Lira-De Leon et al., 2017), también se encontré que A. cuspidata tiene
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potencial como agente contra el cancer, ya que el extracto metanolico de la parte aérea
(100 mg/mL) present6 actividad antipoisomerasa (JN394, -71.23 + 2.12 % y JN362a,
84.69 * 3.54 %).

Del extracto AcOEt se obtuvieron fracciones y subfracciones que contienen inhibidores
de las enzimas topoisomerasas | y Il, a concentraciones parecidas a los controles
positivos. Por ejemplo, una fraccion, conteniendo 4 o 5 compuestos, mostré inhibicion de
99.07 + 0.89 % a 154 ug/mL, mientras que los controles positivos mostraron inhibicion
semejante a camptotecina (CPT) 100 £ 0.0 a 50 pg/mL y 99.76 £ 0.42 % a 100 pg/mL de
etoposido (ETP), los resultados se muestran en la Figura 2.

-110

CPT ETP AaA8a AaABb AaABc AaAgd AaAge AaAsf

OJN394 (30°C) BJN362a (30°C) GJN394t-1 (30°C) BJN394t2-5 (25°C)

% de crecimiento/inhibicion

Tratamientos

Figura 2. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de la actividad antitopoisomerasa de A. cuspidata.
Controles de referencia: CPT (50 pg/mL) y ETP (100 pg/mL). Subfracciones: AaA8a y AaA8b (154
pug/mL), Aa8c (213 pg/mL), AaA8d y AaA8e (154 ng/mL) y AaA8f (63.9 pg/mL). Extraida de Lira-De
Leon et al. (2017).

Herrera-Martinez (2016) demostré el efecto de A. cuspidata sobre células de cancer de
ovario SKOV-3 de los extractos metandlicos y de AcOEt de la parte aérea, este Ultimo
mostro un efecto mayor (ICsp = 86.5 pg/mL) que el extracto de MeOH (ICso = 139.2
ug/mL), Figura 3.
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Células viable:

124
ug/mi

0.5 ul (<0.05%) 50

Figura 3. Porcentaje de inhibicion del extracto metandlico y de AcOEt de A. cuspidata, donde: sin
tratamiento (control), con el vehiculo (DMSO), carboplatino (CB), extracto metanélico (AcMeA) y extracto
de AcOEt (AcAcA). Extraida de Herrera-Martinez, 2016.

Posteriormente, el extracto de AcOEt se cromatografi6 en columna abierta con fase
normal (SiO2) usando como fase movil una mezcla de Hx/AcOEt incrementandose la
polaridad consecutivamente hasta llegar al 100 % de AcOEt y MeOH, se obtuvieron 11
fracciones (F1-F11). Las fracciones 4-7 obtenidas con una mezcla de disolvente desde 9:1
a 7:3 (Hx/AcOEt), presentaron un efecto inhibitorio mucho mayor que el resto de las
fracciones (ICso = 33.01 + 3.37; 23.87 £ 1.92; 13.26 + 10.41 y 27.78 + 2.86 pg/mL,
respectivamente). La fraccion F7 (50 pg/mL, obtenida con 7:3, Hx/AcOEt) fue la Unica
que tuvo un efecto selectivo sobre SKOV-3, y disminuyo el tamafio de los tumores
inducidos de SKOV-3 en ratones Nu/Nu mediante el dafio a mitocondrias, Figura 4.
Ademas, no se observo efecto toxico sobre células no cancerigenas de epitelio de pulmén
humano transformado BEAS-2B (ETCC CLR-9609), tampoco en células de hepatocito de
rata, tratadas con vehiculo y carboplatino (50 pg/mL) cada uno.

Posteriormente al subfraccionar F7 se obtuvieron tres fracciones (SF1-SF3). La fraccion
SF2 present6 mayor efectividad (ICso= 6.75 pg/mL) que las otras dos subfracciones (ICso

=122.5 y 15 pg/mL, respectivamente) sobre las células SKOV-3.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de accion de la fraccion activa (F7) de A. cuspidata sobre células de
cancer de ovario SKOV-3. Los compuestos presentes en dicha fraccion no afectaron la sintesis de ADN,
indujeron apoptosis y dafio a mitocondrias. Modificada de Herrera-Martinez (2016).

2.4 Proceso para el estudio quimico y biol6gico de los MS

En el estudio sistematico de los MS de especies vegetales, el aislamiento, elucidacién
estructural y la determinacion de la bioactividad, representan un proceso complejo, el cual
comienza con la identificacion, colecta y preparacion del material vegetal. Posteriormente
se aplican técnicas de extraccion, separacion y caracterizacion del MS, y por Gltimo se
realizan las pruebas de actividad bioldgica in vitro y/o in vivo.

Este proceso es desafiante puesto que la obtencion de un MS esta limitada por su
porcentaje de recuperacion, ya que se encuentran en mezclas generalmente son
biosintetizados en cantidades pequefias; por ejemplo, para la obtencién de 1 g de taxol,
farmaco anticancerigeno extraido de la corteza de Taxus brevifolia, se requiere corteza de
aproximadamente tres arboles (Dewick, 2009).

En la Figura 5, se esquematiza el proceso ya descrito.

G\

B Flucidacion

Bioensayos

Figura 5. Etapas del proceso que presenta el estudio quimico y biolégico de los MS.
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Por lo general, la recoleccion de las plantas se realiza directamente en su habitat natural
mediante criterios aleatorios, etnofarmacolégicos, quimiosistematicos y/o ecoldgicos, en
donde es importante una identificacion botanica correcta de la especie (Bucar et al.,
2013). Una vez colectado el material vegetal, éste se seca y se fragmenta o se disminuye
el tamafio de particula por molienda, para posteriormente hacer la extracciéon con algln

disolvente.

2.4.1 Técnicas de extraccion y separacion
Las técnicas de extraccion de MS se pueden clasificar en tradicionales y modernas
(Brusotti et al., 2014), Figura 6.

extraccion —
Maceracion

Infusion

Convencionales

Decoccion

Soxhlet

Asistida por microondas
Asistida por ultrasonidos
Modernas Extraccion con fluidos
supercriticos
Extraccion por liquidos
Técnicas de presurizados

Figura 6. Técnicas de extraccion de MS.

La maceracion es una extraccion solido-liquido y es utilizado ampliamente. EI material
vegetal (muestra) que se pretende extraer contiene compuestos solubles en el disolvente
seleccionado (Verde-Star et al., 2016). Entre los disolventes mas usados se encuentran
Hx, CH2Cl,, AcOEt, MeOH y EtOH (Brusotti et al., 2014), sin embargo, generalmente se
suelen utilizar MeOH o EtOH acuosos al 70 % ya que son adecuados para extraer una
gama amplia de moléculas bioactivas (Atanasov et al., 2015). En la extraccion asistida
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por ultrasonido (EAU), a diferencia de la maceracion, se disminuye el tiempo de
extraccion, también mejora el rendimiento debido a la tensién mecénica que induce
cavitaciones y degradacion celular (Bucar et al., 2013) gracias a los pulsos de alta
frecuencia (20 kHz). La eficiencia de la extraccion depende de la frecuencia y
temperatura de sonicacion (Satyajit et al., 2006), asi como también de la naturaleza de los
MS. Posteriormente de la extracion, el sobrenadante se separa por decantacion vy filtracion
simple, el disolvente se elimina generalmente a presion reducida en un rotavapor, para
obtener el extracto crudo correspondiente. Antes de someter el extracto crudo a pruebas
cromatograficas, conviene realizar un pre-tratamiento. La particion tradicional liquido-
liquido utilizando disolventes orgénicos de diferentes polaridades y la extraccion en fase
solida pueden utilizarse, esto con la finalidad de eliminar metabolitos que interfieren,

como lipidos, pigmentos y taninos, entre otros (Brusotti et al., 2014).

Por otra parte, la cromatografia es una técnica que permite separar, identificar y/o
monitorear los componentes de una mezcla. Existen diversos tipos de cromatografia
dependiendo de los soportes y el eluyente usado. En general, se efectia haciendo pasar
una fase movil continuamente, sobre una segunda, que permanece fija (estacionaria).
Posteriormente, la muestra se coloca y a medida que se desplaza con la fase movil, los
componentes de la muestra se reparten o distribuyen entre ambas fases (Harvey, 2000). El
reparto entre las fases ocurre por las diferencias entre las propiedades fisicas y/o quimicas
de los componentes de la muestra. Cuando se emplea una fase estacionaria polar y una
movil no polar, se favorece la retencion de compuestos polares y la elucion de
compuestos no polares, entonces a esta cromatografia se le conoce como de fase normal.
Mientras que en la cromatografia de fase reversa hay una polaridad invertida entre la fase
movil y fase estacionaria en comparacién con la cromatografia en fase normal, por lo que
los solutos no polares seran retenidos y los polares eluidos. La cromatografia también
puede dividirse de acuerdo a la forma de su desarrollo por ejemplo cromatografia en placa

fina y cromatografia en columna, Figura 7 (Harvey, 2000).
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b)

<——  Fase movil
<—— Muestra a separar

[ ::| «—— Fase estacionaria
h <—— Compuesto mas polar

a)

<—— Compuesto menos polar

<— Frente del disolvente
. Separacion

—s—fJ<«— Punto de aplicacion

l«—  Fase movil ,
<—— Muestra eluida

Figura 7. a) Cromatografia en placa fina (CCF) y b) Cromatografia en columna abierta (CC, fase normal).

Cromatografia en placa fina (CCF): Es una forma de cromatografia solido-liquido,
utilizada ampliamente debido a su simplicidad y sensibilidad alta para un anélisis rapido
de la naturaleza de los compuestos presentes en el extracto crudo o en fracciones. La
informacion obtenida de estos resultados permite realizar la eleccion adecuada de la fase
estacionaria y continuar con la separacion. También permite determinar el grado de
pureza de los compuestos o identificarlos tentativamente, antes o después de someterlos a
un tipo de cromatografia. La CCF, que es una cromatografia plana, se realiza
generalmente en una capa de un material adsorbente por lo general gel de silice o celulosa
(fase estacionaria) que se encuentra sobre una lamina de aluminio, posteriormente se
aplica la muestra en la base y la placa se coloca en una camara de elucion que contiene
una pequefia cantidad de disolvente 0 mezcla que actian como fase movil (eluyente),
Figura 7a. Cuando el eluyente alcanza un punto aproximadamente a 5 mm de la parte
superior de la placa, esta es retirada de la camara (Rashid et al., 2017). La deteccion de
los compuestos se realiza a simple vista, con luz UV (A = 254 0 365 nm) y/o uso de
diversos reactivos de deteccion (oxidantes tales como sulfato cérico amoniacal, acido
clorhidrico, reactivo de Dragendorff, entre otros). Los compuestos presentes aparecen

como puntos separados verticalmente, cada uno tiene un factor de retencion (Rr) que es el
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cociente obtenido por la distancia recorrida del compuesto entre la distancia recorrida por
la fase movil desde el punto de aplicacion, se puede determinar mediante la Férmula 1.

distancia recorrida por el compuesto

Formula 1: R, =
7™ distancia recorrida por la fase movil

Cromatografia en columna abierta (CC): La fase estacionaria se introduce en una
columna de vidrio vertical a través de la cual pasa la fase mavil, por efecto de la gravedad
0 una presion aplicada. Las ventajas que presenta este método sobre la CCF es que
permite separar cantidades grandes de muestra, se pueden realizar cambios secuenciales
de polaridad del disolvente de elucion, lo que mejora la eficiencia de separacién
(Lamarque et al., 2008). La muestra (previamente disuelta o soportada en la fase
estacionaria) se aflade cuidosamente por el extremo superior de la columna (previamente
compactada), posteriormente con la adicion de fase movil se lleva a cabo la separacion de
los componentes a distintas velocidades, dependiendo de la magnitud de sus interacciones
entre ambas fases, Figura 7b. Por lo tanto, los compuestos que son retenidos fuertemente
por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mavil, contrario a los
que se unen débilmente. Los compuestos salen separados si se ha logrado la resolucion de
los analitos de la columna y se recogen en fracciones, para determinar el grado de pureza
de las fracciones obtenidas, se analizan por CCF (Verde-Star et al., 2016; Lamarque et
al., 2008).

Una vez obtenidos los compuestos se efectia la elucidacion estructural mediante el
analisis de los datos de infrarrojo (IR), de masa (EM) y de resonancia magnética nuclear

(RMN), principalmente. A continuacion, se describe esta Gltima técnica.

2.4.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN es una de las herramientas espectroscopicas mas util para elucidar la estructura
quimica de moléculas. Permite determinar el entorno electronico y magnético de atomos
cuyos nuacleos son magnéticamente activos por poseer un espin nuclear diferente de cero.
Los nucleos mas estudiados son los de *H y 3C debido a que son los componentes
principales de los compuestos organicos. La abundancia natural del *H es de 99.98 % por

lo que se favorece la obtencion de espectros de RMN-H en tiempos cortos, a diferencia
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de la obtencion de espectros de *C, cuya abundancia natural es de 1.1 % por lo que los
espectros de 3C requieren mayores cantidad de muestra y tiempo de obtencion que los
ntcleos de H.

Cuando una muestra se somete a un campo magnético externo altamente homogéneo y a
una radiofrecuencia (rf) los ndcleos absorben energia y se produce una inversion de su
espin a frecuencias que dependen de la diferencia de energias (AE) entre los estados de
espin a y B, Figura 8. Y cuando los estados de espines de mayor energia B, regresan a su
estado basal emiten energia que el espectrometro de RMN detecta, y las muestra en forma
de una grafica de frecuencia de sefial contra intensidad después de una transformada de
Furier (Yurkanis, 2008).

Estado de

}%{R I@ espin B
‘\ [/\ ' $ Estac}o de

Energia

espin @

Nohay campo magnético sihay campo magnético
aplicado aplicado

Figura 8. Los momentos magnéticos de los nicleos tienen orientacion aleatoria en ausencia de un campo
magnético aplicado. Mientras que en presencia de un campo magnético externo altamente homogéneo los
momentos magnéticos de los nucleos se alinean a favor o en contra del campo magnético externo.

La frecuencia de absorcion no es la misma en todos los nicleos de *H o 3C de
determinado compuesto, debido a que cada nucleo estd rodeado por una nube de
electrones que protege (proteccion diamagnética) parcialmente contra el campo
magnético aplicado. Adicionalmente, los electrones vecinos también alteran el campo
magnético, por lo tanto, la frecuencia de resonancia de un nucleo esta en funcién de su
ambiente quimico y electronico. Esto es muy Gtil para determinar la estructura quimica de
la molécula de interés. Los protones en ambientes pobres en electrones estan menos
protegidos y aparecen a frecuencias mayores (hacia el lado izquierdo del espectro)
contrario con los ricos en electrones (Yurkanis, 2008). El desplazamiento quimico (),
expresado en ppm, es una medida relativa de las frecuencias de resonancia, utilizando

como referencia al tretrametilsilano [TMS; (CH3)4Si]. Conjuntamente existe otra variable
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atil para determinar la estructura a partir de un espectro RMN, este es el acoplamiento
medido a través de la constante de acoplamiento (J) en Hz, este acoplamiento da
informacion sobre el ambiente de los nucleos de hidrégeno observados debido a que

permite conocer la vecindad de otros nucleos activos.

Generalmente el § para 3C (dc) se encuentra en un intervalo de 0 a 220 ppm, mientras

que para *H (on) entre 0 a 12 ppm, Figura 9.
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Figura 9. a): Intervalo de los desplazamientos quimicos, J (ppm) para atomos de **C en entornos quimicos
diversos. b): Intervalo de los desplazamientos quimicos, J (ppm) para *H en entornos quimicos diversos.
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Espectroscopia de RMN bi-dimensional.
Los experimentos 2D homonucleares (*H-'H) mas usados son: COSY (COrrelation
SpectroscopY, por sus siglas en inglés), en este experimento la magnetizacion es
transferida por acoplamiento escalar, por lo que pueden identificarse acoplamientos entre
atomos de hidrogenos a los cuales los separan dos y tres enlaces, porque las constantes de
acoplamiento %J son cercanas a cero. NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY,
por sus siglas en inglés), con esta técnica se obtiene una diagrama con el que es posible
determinar que atomos de hidrogenos de una molécula se aproximan de manera
apreciable entre si en el espacio, independientemente del nimero de enlaces que haya
entre ellos, ya que la transferencia de magnetizacion es lleva de manera trasversal y
posteriormente longitudinal.
En cuanto a los experimentos heteronucleares (*H-'C) se encuentran: El experimento
HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation) se usa para determinar las
correlaciones entre proton y carbono que se encuentran unidos directamente a través de
un enlace. En cambio el experimento HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity) se observan correlaciones entre los protones y carbonos que estan
separados de dos a tres enlaces, mediante una mezcla de magnetizacion transversal de los
espines acoplados, que evoluciona coherentemente y no directamente.
Los compuestos a identificar se solubilizan en un disolvente deuterado, de esta manera, se
evita el solapamiento de las sefiales intensas emitidas por los hidrogenos del disolvente.
Adicionalmente la resonancia del deuterio sirve para el ajuste y estabilizacion (lock) del
campo magnético.
La informacion generada por los espectros de RMN de la estructura molecular se resume
en los siguientes parametros fundamentales (Butnariu, 2016):

a. Numero de sefiales: Indica cuantos tipos de protones hay en la molécula.

b. Posicién de la sefial: Establece la naturaleza de los protones presentes (alifatico,

alqueno, aromaético, bencilico, hidroxilico, aldehidico, entre otros).
c. Intensidad relativa de la sefial: El area bajo la curva (la integral) es proporcional al

namero de protones que le dan origen.
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d. Multiplicidad: La apariencia de las sefiales en RMN-'H depende de un fenémeno
conocido como acoplamiento de espines (acoplamiento escalar) y origina que las

sefales se desdoblen.

2.5 Bioensayos in vitro

La importancia de los MS radica principalmente en la propia funcion biologica y el
potencial que representan para algunas industrias, por lo que, finalmente los compuestos
puros, los extractos crudos y/o parcialmente purificados se someten a pruebas bioldgicas
in vitro y/o in vivo. Los bioensayos in vitro, permiten evaluar una cantidad grande de
muestras en un lapso de tiempo relativamente corto (Brusotti et al., 2014). Los resultados
obtenidos de estos bioensayos permiten determinar la presencia de compuestos presentes
en el extracto o fraccidn en estudio. Los bioensayos también proporcionan informacion
sobre la toxicidad o especificidad del compuesto. Respecto a la toxicidad esta el indicador
de crecimiento celular como la concentracion minima inhibitoria sobre la actividad
antimicrobiana, y en cuanto a la especificidad hay pruebas que evidencian los
mecanismos de accion de los compuestos, ejemplo de ello son aquellos anticancerigenos

que inhiben enzimas, como las topoisomerasas.

A continuacion se describen los fundamentos tedricos de la actividad antitopoisomerasa,

evaluada en este trabajo.

2.5.1 Actividad antitopoisomerasa

Las topoisomerasas (TOP) son enzimas encargadas de relajar la tension torsional del
ADN durante los procesos celulares normales. Las TOP se dividen en dos tipos,
dependiendo de la forma en que cortan y unen el ADN. Las tipo | escinden una hebra de
ADN vy las tipo Il, cortan ambas cadenas, mediante un ataque nucleofilico de un residuo
catalitico de tirosina que se une al extremo fosfato del corte del ADN, Figura 10
(Pommier et al., 2010).
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Figura 10. Catalisis de la rotura transitoria de ADN por las topoisomerasas (TOP). EI OH de una tirosina
ataca al fésforo del ADN formando un enlace covalente fosfotirosina (rompe en enlace fosfodiéster del
ADN). Modificado de Pommier et al. (2010).

La funcion que tienen estas enzimas es fundamental para la supervivencia celular. Debido
a que las TOP se han encontrado en niveles elevados en células cancerosas en
comparacion con las células normales, éstas se han convertido en blancos terapéuticos
antitumorales (Monsalve-Abaca, 2012; Pommier et al., 2010).

Los inhibidores dirigidos a las TOP, se han clasificado en dos clases principales: venenos
(I'y 1) y cataliticos (I y I1). Los venenos matan a las células atrapando complejos de
escision, mientras que los supresores inhiben la catalisis (Pommier et al., 1998). Los
agentes anticancerosos usados comUnmente como controles en la evaluacion
antitopoisomerasa son camptotecina (CPT), inhibidor de la TOP I, y etop6sido (ETP),
inhibidor de la TOP II, Figura 11.

CPT ETP

Figura 11. Estructura quimica de camptotecina (CPT) y etopdsido (ETP).
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Para determinar la actividad antitopoisomerasa se emplean dos cepas de Saccharomyces
cerevisiae que difieren en sus genotipos, Cuadro 3. La disrupcion génica del gen rad52
por la integracion con el gen LEU2 en la cepa JN394 le da sensibilidad mayor a la célula
ante compuestos con posible actividad antitopoisomerasa porque crea deficiencia en la
reparacion del rompimiento de la doble cadena de ADN. Por el contrario, la cepa JN362a
al no tener esa disrupcion génica es resistente a los compuestos que dafian el material
genetico (Gunatilaka et al.,, 1994; Nitiss y Wang, 1988). Los compuestos
antitopoisomerasa deben inhibir el crecimiento de JN394, pero no afectar el crecimiento
de JN362a.

Cuadro 3. Cepas de Saccharomyces cerevisiae modificadas genéticamente usadas para evaluar actividad
antitopoisomerasa.

Cepa Descripcién Genotipo

JIN394 Deficiente de reparar el ADN Mata ura3-52 leu2 trpl his7 adel-2 ISE2
rad52::LEU2

JN362a Capaz de reparar el ADN Mata ura3-52 leu2 trpl his7 adel-2 ISE2

*Modificada de Ramirez-Mares et al. (2004).
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Capitulo 3. METODOLOGIA

En esta seccion se describe la separacion de MS presentes en hojas-flores (A), tallos (B) y
raices (C) de A. cuspidata mediante cromatografias de fase normal y reversa. A
continuacion, se enlistan los equipos, reactivos y disolventes que se usaron, también las
técnicas empleadas para la separacion, caracterizacion e identificacion de compuestos

presentes en A. cuspidata, asi como, la evaluacion de su actividad antitopoisomerasa.

3.1 Procedimientos generales

3.1.1 Reactivos, consumibles, disolventes y medios de cultivo

Los disolventes utilizados fueron EtOH, MeOH, CH.Cl;, AcOEt, acetona y HXx
(Conquimex, 95 %) se usaron después de una destilacion fraccionada; otros reactivos
empleados fueron: piridina, NaHCOs, HCI acuoso al 10 %, carbon activado (J.T. Baker),
anhidrido acético, gel de silice (230-400 mallas), C1s, NaCl (Merck), amberlita XAD16N
(20-60 mallas), sulfato cérico amoniacal (NH4)4Ce(SO4)s*2H.0, Na;SOs (MEYER®),
anhidrido acético (Sigma-Aldrich), H>O (desionizada y sonicada). Para los experimentos
de RMN se usaron cloroformo-d, DMSO-ds, metanol-ds y piridina-ds con pureza
isotopica de 98 % (Sigma-Aldrich). Para la actividad antitopoisomerasa se usaron, medios
de cultivo marca Bacto™: agar Bacto, extracto de levadura, peptona y agar dextrosa
sabouraud; ademas de sal de adenina (Sigma-Aldrich), NaCl, azul de tripano (Baker),
CPT (Sigma-Aldrich), ETP (Sigma-Aldrich) y DMSO (Hybri-Max).

3.1.2 Equiposy materiales en general

Molino ciclonico (Foss Cyclonic Cyclotec™ 1093) con un tamiz de 0.5 mm, sonicador
(Ultrasonic cleaner Sb 3200 DTN), balanza analitica OHAUS® Pioneer PA214,
recirculador (SEV ECO10), rotavapor (Heidolph 2) con bomba de vacio (MD 4 NT),
rotavapor (Buchi R-3) con bomba de vacio (Vacuum Pump V-700), lampara de luz
ultravioleta con longitudes de onda de 254 y 365 nm Spectroline, espectrometro de RMN
Avance Il HD de 400 MHz Bruker, tubos para RMN de 5 mm, material de vidrio en
general, columnas cromatograficas de vidrio de 60, 55 y 45 cm de longitud y 6, 2.5y 2

cm de diametro, respectivamente, espatulas, algodon, papel filtro Whatman,
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cromatofolios 20 x 20 cm TLC de gel de silice 60 F2s4 (Merck). Campana de bioseguridad
A2 Logict, incubadora orbital INO-650.MR Prendo, incubadora Thermoscientific®,
cuenta colonias, tubos para microcentrifuga, soporte con puntas para micropipetas de 10-
1000 uL, micropipetas (TOPSCIEN), microscopio optico (Zeigen), camara de Neubauer
(Sigma-Aldrich), agitador vortex IKA®, plato giratorio Clenceware®, autoclave ACH-
22.

3.1.3 Material bioldgico para los bioensayos

Se utilizaron cepas de Saccharomyces cerevisiae modificadas genéticamente: JN362a,
JN394, proporcionadas por el Dr. John Nitiss del St. Jude Children’s Reserch Hospital de
Memphis, Tennessee, E. U. A.

3.1.4 Colecta del material vegetal

En septiembre del 2018 se realiz6 una colecta del material vegetal en el Jardin Botanico
de Chepilme, distrito de Pochutla, Oaxaca, México, ubicado en las coordenadas
15°779'444" latitud N y -96°436'111" longitud O, a una altura de 120 m smn. Ejemplares
de esta especie fueron identificados como Acalypha cuspidata Jacq. por la M. en C.
Ernestina Cedillo Portugal de la Universidad Auténoma de Chapingo (UACh). Los
especimenes fueron depositados en el herbario Jorge Salas Espinoza de la UACh con
namero de voucher UACh 25068.

3.2 Obtencion de extractos de A. cuspidata

3.2.1 Preparacion de la muestra

El material vegetal (hojas-flores = A; tallos = B y raices = C) se secO a temperatura
ambiente sobre papel periddico y al resguardo de la luz. Posteriormente, para obtener
particulas homogéneas y un area superficial mayor para la extraccion con el disolvente, se
procedio a moler las muestras (A, B y C, respectivamente) en un molino ciclénico con un

tamiz de 0.5 mm, el polvo obtenido se guardd a 4 °C, Figura 12.
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Figura 12. Proceso para obtener muestra de menor tamafio de particula.

3.2.2 Obtencion de fracciones de hojas-flores (A)

Herrera-Martinez (2016), report6 que los compuestos activos de A. cuspidata se
encontraban en las fracciones de polaridad intermedia solubles en AcOEt. Con este
antecedente, la obtencion de fracciones solubles en AcOEt fue un objetivo clave para
lograr un proceso de separacion efectiva de dichos compuestos activos. La obtencion de

estas fracciones se describe a continuacion.

Primeramente se obtuvo el extracto metanodlico de hojas-flores (Ai). Para ello se
colocaron 100 g de muestra (seca y molida) con 250 mL de MeOH y se sonicé en un bafio
ultrasonido por 15 min a 25 °C. El sobrenadante se decant6 y filtro, el disolvente se
removid en un rotavapor a 43 °C al vacio, Figura 13. El extracto obtenido (24.45 g) se
guardd en refrigeracion. Esta extraccion se realizd siete veces y se calculd el rendimiento
de extraccion (24.45 + 0.35 %).

Figura 13. Proceso para obtener el extracto MeOH de A. cuspidata.

En la Figura 14, se presenta un esquema de la metodologia general empleada para la

obtencion de extractos, fracciones y compuestos puros de los érganos de A. cuspidata.
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El extracto metandlico (A1) se traté de dos maneras, Figura 14. La primera via se siguio
como lo reportd Herrera-Martinez (2016), brevemente, se pesaron 10 g de Ai, se
suspendieron en 25 mL de AcOEt y se llevo a un bafio de ultrasonido por 15 min a 25 °C.
Pasado este tiempo, la fase organica se retird por filtracion, y se volvid a realizar la
extraccion cinco veces més. Las fases orgénicas de AcOEt se combinaron y se llevaron a
sequedad a presion reducida, dando el extracto A1” (1.22 + 0.15 g; 12.20 %) Figura 14.
Las separaciones cromatograficas de A1 se realizaron tanto en cromatografia reversa
como en fase normal (en columna flash). Sin embargo, empleando esta metodologia, el
extracto A1” present6 una gran cantidad de clorofilas que minimizé la resolucién de las
columnas cromatogréaficas, razén por lo que, se decidié realizar una precipitacion de
clorofilas en medio acuoso. Para ello, al extracto metandlico (A1, 24.45 g) se le agregaron
250 mL de agua desionizada y filtrada y se colocé la suspension en una parrilla eléctrica
con agitacion magnética por tres horas. Pasado este tiempo el sobrenadante se filtré por
papel filtro Whatman No. 1, quedando una muestra libre de sélidos que se vertio en un
embudo de separacion. Posteriormente, se realiz6 una extraccion liquido-liquido con
AcOEt (350 mL x 3). La parte soluble en AcOEt se secd sobre NaxSOs, filtré y evaporé a
presion reducida, obteniendo asi el extracto Ai1”" (0.44 £+ 0.25 g; 1.8 %). Mientras que la
fraccion acuosa se pasé por una columna con amberlita y se obtuvo el extracto A1”"" (1.5
+0.17 g; 6.13 %).

Otra manera de tratar el extracto Ai fue realizando extracciones sucesivas, empleando
disolventes de polaridad creciente, comenzando con Hx, CH2Cl,, CHCIs, AcOEt y por
ultimo MeOH. Del analisis de las sefiales del espectro de RMN-H de las fracciones
obtenidas, se determind realizar la extraccién sélo con Hx (Az) y posteriormente con
AcOEt (més polar que CH>Cl> y CHCI3) obteniendo asi al extracto A2" (2.8 £ 0.35 g; 2.8
%), Figura 14.

3.2.3 Obtencion de fracciones de los tallos (B)

Se realizo la extraccion de los tallos secos y molidos con MeOH, tal como se describe en
la seccion 3.2.2. Posteriormente, al extracto metanolico (B1) obtenido (7.04 £ 1.35 g, 7.04
%) se le realizaron extracciones con AcOEt (B1", 250 mL x 5) y se calcul6 el rendimiento
(305.2 £ 0.98 mg, 4.33 %).
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Otra forma de tratamiento que se le hizo a B, fue realizando extracciones solido-liquido
sucesivas, primeramente con Hx (B2) (105 £ 0.9 mg, 0.10 %) luego con AcOEt (Bz2"")
(308.22 £ 0.12 mg, 0.30 %), despues con MeOH (7.10 g, 7.10 %) y por ultimo una
extraccion hidroalcohélica (100 mL de MeOH/H:0, 1:1; 2.22 g, 2.2 %).

De la fraccion soluble en Hx se formd un precipitado (B2"), que se lavdo con MeOH
resultando un solido blanco cristalino, el cual, al agregarle CHCIz y acetona cristalizé a

temperatura ambiente.

3.2.4 Obtencion de fracciones de raices (C)

Se realizaron extracciones con MeOH (Cz) a las raices de A. cuspidata por 15 min a 25 °C
asistidas con ultrasonido y se llevd a sequedad total. Se obtuvieron 6.10 g (8.72 %) del
crudo metanolico. Posteriormente a 3.10 g del extracto se le agregaron 20 mL de MeOH y
se formo un precipitado (C1", 197 mg, 6.35 %), se separd de la disolucion y debido a su
insolubilidad para ser analizado por RMN-1H, éste se acetild. Al extracto crudo restante
se le agregaron AcOEt (20 mL x 4) y se formé otro precipitado (C1""). Por altimo quedd

una muestra sin precipitados totalmente soluble en MeOH (C1""", 900 mg, 29.03 %).

Acetilacion de Ci1”:

Se metio a reflujo 70 mg de Ci:” durante 24 horas, con 1 mL de piridina y 3 mL de
anhidrido acético. Finalizado el tiempo de reaccion, el exceso de anhidrido acético se
hidroliz6 con agua fria. Subsecuentemente, se realizaron dos extracciones con CH2Cl; (40
mL x 2); las fases organicas se combinaron y se lavaron con 20 mL de HCI (acuoso al 10
%) luego con agua fria (30 mL x 3). En seguida, se le agregaron 20 mL de NaHCO3
(disolucidn saturada) y se lavo con agua afiadiéndole NaCl (para evitar emulsion) hasta
obtener un pH cercano a 7. La fase organica se secO sobre Na,SO4 anhidro, filtro y
evapor0. Se obtuvieron 20.0 mg de Ci” acetilado (28. 57 %) soluble en piridina, que se
analizd por RMN-1H.

3.3 Separacion y purificacion de compuestos
A continuacién, se describen las separaciones en columnas cromatograficas que se

efectuaron en hojas-flores (A), tallos (B) y raices (C).
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3.3.1 Cromatografia del extracto A1

El extracto A:” se cromatografi6 en una columna de fase reversa con mezcla de
acetonitrilo (ACN)/H20. En las fracciones etiquetadas como “15-17” (9:1, H2O/ACN) se
formo un polvo de color amarillo-anaranjado, soluble en DMSO, cuya cromatografia en
capa fina (1:1, MeOH/H20) mostr6 un componente principal. Por consiguiente, esta
fraccion se lavd con MeOH quedando un polvo totalmente amarillento (4.3 mg,

etiquetado como 1) que se analiz6 por RMN en una y dos dimensiones.

Cromatografia de “4 MeOH” proveniente del extracto A1’

La fraccion etiquetada como “4 MeOH” (una de las ultimas fracciones obtenidas del
extracto A1") al ser monitoreada por CCF en gel de silice (7:3, Hx/AcOEt) se observo
solo un componente que eluyo, por esta razon, se realizé una extraccién con Hx. Esta
fraccion hexanica, se sometié a una segunda columna de fase reversa. Brevemente, se
utilizé una columna de vidrio de 45 cm de alto y dos cm de didmetro, en un vaso de
precipitado se mezcld aproximadamente 10 g de Cig en 15 mL MeOH y se vertio en la
columna alcanzando una altura de 12 cm y se procedié a acondicionarla eluyendo todo el
MeOH con 50 mL de cada una de las mezclas siguientes, 75:25 (MeOH/H20), 50:50
(MeOH/H20), 25:75 (MeOH/H-0) hasta 100 % H20. Posteriormente se adicionaron a la
columna 462.4 mg de la fraccion hexanica soportada en Cis. Se eluy6 con 50 mL de cada
una de las mezclas siguientes de H.O/MeOH (100:0) hasta llegar al 100 % de MeOH. Las
fracciones de aproximadamente 10 mL fueron monitoreadas por CCF de fase reversa
utilizando luz UV de longitudes de onda de 254 y 365 nm y las que presentaron el mismo
perfil cromatografico se combinaron. De esta columna se obtuvieron 143 fracciones. Las
fracciones etiquetadas como “110-127” (100.3 mg) presentaron el compuesto mayoritario
con algunas impurezas. Para su subsecuente purificacion, se aplicaron 15 mg de dicha
fraccion a lo largo de placas de 5 x 3 cm de fase reversa en un sistema 1:9 H.O/ACN, por
ualtimo se realizaron extracciones con MeOH de las bandas del compuesto principal. Este
procedimiento permitié asignar la estructura quimica del compuesto principal (5.5 mg,

1.19 %) y fue etiquetado como lla.

Después de separar los componentes de A1" mediante cromatografia de fase reversa, la

separacion se continué con cromatografia de fase normal en columna flash, brevemente:
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la columna de vidrio de 60 x 2.5 cm con algoddn en el fondo se rellend con gel de silice
(230-400 mallas) a una altura de 30 cm. Inicialmente la columna se eluy6é con Hx y su
recorrido en el interior de la columna fue acelerado por una presion de aire regulada con

una llave de flujo, para la eliminacion de burbujas de aire en el gel de silice.

Con la columna acondicionada, se precedi6 a colocar la muestra (400 mg, solubilizada en
AcOEt) y se eluyo con Hx, mezclas de Hx/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH y MeOH. Los
eluatos colectados en viales de vidrio de 25 mL se monitorearon en cromatofolios de
silice con luz UV de longitudes de onda de 254 y 365 nm. Las fracciones con el mismo
perfil cromatogréfico se agruparon, por lo que se obtuvieron 26 fracciones. La fraccion

marcada como fr2 (4.5 mg, 1.13 %) fue etiquetada como I1b, y se analiz6 por RMN-H.

3.3.2 Cromatografia del extracto A1

Se eluyeron dos columnas flash para este extracto. La primera fue tal cual el extracto
A1”", mientras que la segundo, el extracto Ai"" se tratd con carbon activado. Se empled
una columna de vidrio de 45 cm de alto y cinco cm de didmetro, se colocé algodon en el
fondo para evitar la salida del gel de silice. Posteriormente en un vaso de precipitado se
mezclé aproximadamente 50 g de gel de silice (230-400 mallas) con Hx, y se vertieron a
la columna con presién de aire. Luego se adicionaron a la columna 922.5 mg del extracto
A1 disuelto en la minima cantidad de acetona (1.5 mL aprox.). Se eluyé el extracto A1l
con disolventes de polaridad creciente; empezando con Hx, mezclas de Hx/AcOEt,
AcOEt, AcOEt/MeOH Yy finalizando con MeOH. Se colectaron fracciones de aprox. 25
mL c/u, que al ser monitoreadas por CCF de fase normal (4 mL de Hx: AcOEt: MeOH; 1:
3: 6, méas una gota de acido formico) utilizando luz UV, de longitudes de onda de 254 y
365 nm. En la primera fraccion obtenida con puro Hx se logro definir un componente (se

obtuvieron un total de 26 fracciones).

Debido a una alta coloracion amarilla oscura, el extracto A1"" se solubiliz6 en MeOH y
afiadio carbon activado en relacion 1:1, se calentd por cinco minutos y se filtro con papel
Whatman, el filtrado se llevé a sequedad obteniendo un extracto con una tonalidad
amarilla mas clara. Posteriormente este extracto se eluyd en una columna flash, de 60 cm

de alto por 2.5 cm de didmetro con una altura de 30 cm con gel de silice. Se
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acondicionaron 400.1 mg de A1 y eluyo tal como se describié la columna anterior, se
obtuvieron 43 fracciones. Las fracciones 24-27 (etiquetada como 111), se combinaron y

analizaron RMN-1H.

3.3.3 Cromatografia de A1

La fase acuosa proveniente de la extraccién liquida-liquida con AcOEt (A1), Figura 14,
se cromatografio en una columna empacada con amberlita a una altura de 25 cm, con la
finalidad de eliminar los azucares libres. Primeramente, la columna se acondiciond con
MeOH por cuatro horas, y subsecuentemente con 400 mL de agua desionizada, filtrada y
desgasificada. Posteriormente, la muestra se colocé en la columna y se eluyd inicialmente
con 500 mL de H20 a un flujo de 1 gota por minuto aproximadamente, y por ultimo con
MeOH (1 L), este procedimiento tom6 mas de una semana. Se obtuvieron tres fracciones
metanolicas cada una con 330 mL aproximadamente. En la fraccion dos, precipitd un
polvo color pardo, se solubiliz6 en DMSO-ds y se obtuvieron los datos de RMN,
indicando que la muestra todavia no tenia la pureza suficiente para asignar estructura
quimica. Posteriormente se regresé al vial original y se cubrié de la luz a temperatura
ambiente, y luego se observd que se form6 nuevamente un precipitado (polvo, etiquetado
como 1Va), el sobrenadante se analiz6 por RMN. Por ultimo se combinaron las tres

rrrs

fracciones obtenidas (A1""") para purificarlas en fase reversa.

Posteriormente A1, con un peso de 1.200 g, se cromatografié en una columna de vidrio
de 45 cm de alto y 2.5 cm de didmetro empacada con Cig (13 cm de alto). Se acondiciond
tal como se describe en la seccidén 3.3.2, empleando como fase mévil una mezcla de
H>O/MeOH con gradiente de polaridad. Se colectaron 112 fracciones de 25 mL c/u
aproximadamente, al ser monitoreadas por CCF de fase reversa solo la fraccion uno (5.3
mg, etiquetada como 1Vb) obtenida con H2O se resolvi6 (1:1, Ho.O/MeOH), observandose
un solo componente con algunas impurezas, por lo que se analiz6 mediante RMN uni y

bidimensional.

3.3.4 Cromatografia de A2’
El extracto A2", se eluyd en una columna de vidrio de 30 cm de alto y 6 cm de diametro

empleando Cig. Brevemente, en un vaso de precipitado de 500 mL se mezclaron 80 g de
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C1s con 300 mL de MeOH vy se vertié alcanzando una altura 12 cm y se procedio a
acondicionarla tal como se describe en la seccion 3.3.1. Posteriormente se adicionaron a
la columna 4.09 g de A2" soportada en Cig. Se eluyo con una mezcla de H.O/MeOH
(100:0) hasta llegar al 100 % de MeOH. Las fracciones de aproximadamente 20 mL
fueron monitoreadas por CCF de fase reversa utilizando luz UV de longitudes de onda de
254 y 365 nm y las que presentaron el mismo perfil cromatografico se combinaron. De
esta columna se obtuvieron 77 fracciones. En las fracciones “30-32” (90:10, MeOH/H20)
precipitd un polvo blanco soluble en piridina (etiquetado como V), y fue analizado por
RMN.

3.3.5 Cromatografia B1

El extracto B1” se cromatografié en una columna de vidrio de 45 cm de alto y dos cm de
didmetro empacada con Cig (12 cm de alto). Se acondicioné de acuerdo al procedimiento
descrito en la seccidn 3.3.2. Posteriormente se adicionaron a la columna 600.1 mg de B1”
soportada en Cig y se eluyo inicialmente con H20, luego, con mezclas de H.O/MeOH y
por ultimo, con MeOH. Se colectaron fracciones de 25 mL, y se monitorearon por CCF
de fase reversa utilizando luz con longitudes de onda de 254 y 365 nm, obteniendo un
total de 78 fracciones. Las fracciones 45, 51 y 52 se etiquetaron como VI, VII y VIII,

respectivamente.

3.3.6 CC de fase reversa del extracto C1"”"

La purificacion de C1”"" (900 mg) se realizd en una columna de vidrio misma que se
ocupo para separar B1", se acondiciond y eluyd de la misma manera, seccion 3.3.6. Se
colectaron fracciones de 50 mL aproximadamente, se monitorearon por CCF de fase
reversa usando luz UV de longitudes de onda de 254 y 365 nm. Se obtuvieron 64
fracciones. Solo la 37 (etiquetada como 1X, 2 mg) y 39 (etiquetada como X, 17.5 mg) se

analizaron mediante RMN.
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3.4 Elucidacioén de estructuras quimicas
La elucidacion estructural de los compuestos obtenidos se efectio mediante la
interpretacion de los espectros generados por Resonancia Magnética Nuclear

unidimensional y bidimensional.

3.4.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los experimentos de RMN-H fueron obtenidos a 400.17 MHz con una ventana espectral
de 0-16 ppm, de 16 a 64 escaneos Yy el programa de pulsos zg30, y para 3C-RMN a 100.
62 MHz, con una ventana espectral de 0-230 ppm, de 4000 a 153600 escaneos Y el
programa de pulso zgpg30. Los experimentos de 2D fueron gHMBC, 256 a 1024
escaneos con el programa de pulso hmbcgplpndgf, gHSQC, 64 a 256 escaneos con el
programa de pulsos hmbcgplpndqt, gCOSY, 64 escaneos con el programa de pulso
cosygpppqf y DEPTQ 7000 a 11919 escaneos con el programa de pulso deptggpsp. La
temperatura de la sonda fue de 298.1 K. En los espectros bidimensionales heteronucleares
F1 correspondi6 al *3C y F2 al *H. Las fracciones a analizar fueron disueltas en 0.5 mL de
disolvente deuterado con la polaridad apropiada (en el Cuadro 4, se muestran los
desplazamientos quimicos y multiplicidad de los disolventes deuterados empleados)
posteriormente, se colocaron en tubos de vidrio de 5 mm de diametro y fueron

introducidos al equipo de RMN.

Cuadro 4. Desplazamientos quimicos (ppm) y multiplicidades en RMN-'H y 3C de disolvente deuterados
empleados en este trabajo de investigacion.

Disolvente on (multiplicidad) oy HOD oc (multiplicidad )
Cloroformo-d 7.26 (simple) 15 77.0 (triple)
DMSO-ds 2.49 (sefal quintuple) 3.3 39.7 (sefial séptuple)
i 4.78 (simple) S
Metanol-d4 3.30 (sefial quintuple) 5.0 49.0 (sefal séptuple)
8.74 (simple) 123.5 (triple C-3, 5)
Piridina-ds 7.58 (simple) 5.0 135.5 (triple C-4)

7.22 (simple) 149.2 (triple C-2, 6)
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3.5 Actividad antitopoisomerasa

3.5.1 Preparacion de los tratamientos y controles

La actividad antitopoisomerasa se determind de acuerdo con la metodologia descrita por
Jensen et al. (2000) con las cepas de Saccharomyces cerevisiae antes mencionadas
(seccion 3.1.3). Se emple6 DMSO como control negativo, mientras que como controles
positivos a la CPT (50 ug/mL) y ETP (100 ug/mL). La concentracion de los compuestos a
evaluar se determiné de acuerdo a lo descrito por Cos et al. (2006), los compuestos puros
a 20 mM/mL y compuesto en mezcla a 12.5 mg/mL disueltos en DMSO. En seguida se
describe la metodologia empleada para evaluar la actividad antitopoisomerasa.

3.5.2 Activacion de cepas

Para la activacién de las cepas JN394 y JN362a, se utilizo extracto de Levadura-Peptona-
Dextrosa Caldo (YPDB, preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante), se
tomaron 5 mL del medio y se vertieron en matraces Corning, en seguida se inocul6 cada
matraz con su respectiva cepa y se incubd a 30 °C con 150 r.p.m durante un tiempo de 12-
14 horas.

3.5.3 Conteo de células para el ajuste de 2 x 106 células/mL

Trascurrido el tiempo de incubacion (seccion 3.5.2), 100 uL de cada cepa se vertieron en
tubos para microcentrifuga y, se le adicionaron 900 pL de disolucion salina al 0.85 %. Se
realizaron tres diluciones mas; tomando un volumen de 500 pL de la primera dilucion y
se ajusté a 1 mL con la adicion de disolucidn salina (500 uL), para la tercera dilucion se
tomaron 500 pL de la segunda dilucion mas 500 pL de azul de tripano (el nucleo de las
células muertas se tifie color azul) y por ultimo, se tomaron 200 pL de la tercera dilucion
y 800 puL de la disolucion salina. Por lo que, el factor de dilucion fue: 10 x 2 x 2 x 5 =
200. A partir de la dltima dilucion se midieron 10 pL los cuales cuidadosamente se
vertieron en la camara de Neubauer para la contabilizacion de células viables bajo el
microscopio 6ptico. Con el resultado obtenido (células/mL) se procedié a ajustar a una

concentracion de 2 x 108 células/mL.
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3.5.4 Aplicacion de controles y tratamientos

En condiciones de esterilidad se procedid a colocar en cada matraz un volumen de 3 mL
de medio YPDB con 6 x 10° células/mL, posteriormente, se adicionaron 50 pL de cada
tratamiento y control (seccion 3.5.1). Los matraces fueron colocados en una incubadora a
30 °C a 150 rpm durante 24 horas, Figura 15.

Figura 15. Incubacién de las cepas con sus respectivos tratamientos y controles.

3.5.,5 Dilucién y determinacion de células viables

Transcurrido el tiempo de incubacion se determind el efecto que tuvo cada tratamiento,
para ello: se midieron 100 pL del cultivo celular y se colocaron en tubos para
microcentrifuga estériles, se adicionaron 900 uL de agua estéril y se continué con
diluciones en serie hasta obtener cinco diluciones decimales (101, 102, 103, 10, 10%).
Solo se trabajé con la dilucion de 107, se midieron 100 uL de esta ultima dilucion y se
sembraron por triplicado en placas con medio extracto de Levadura-Peptona-Dextrosa

Agar (YPDA, agar al 1.75 %) Figura 16, en seguida se incubaron a 30 °C por 48 horas.

Figura 16. Dilucién y sembrado de las cepas después de haber aplicado los tratamientos.
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Terminado el tiempo de incubacion se determind la actividad antitopoisomerasa: se
efectud el conteo de las UFC de cada cepa por cada tratamiento Figura 17, y se calculo el
porcentaje de crecimiento empleando la Férmula 2, comparando el nimero de colonias

contadas en cada placa con las obtenidas en DMSO (control negativo).

UFC (del tratamiento) x 100
UFC (del control negativo)

Formula 2: % de crecimiento =

El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la Férmula 3.

Formula 3: % de inhibiciéon = 100 — % de crecimiento

Figura 17. Conteo de las UFC. 1) Crecimiento de la cepa JN394 con control negativo (DMSO). 2)
Crecimiento de la cepa JN362a con el control positivo (CPT) y 3) Crecimiento de la cepa JN394 con CPT.

3.6 Analisis estadistico

El experimento de la prueba bioldgica se realiz6 por duplicado, por lo que los datos
obtenidos fueron la media + desviacidon estandar de dos valores. Los porcentajes de
crecimiento y/o inhibicién se compararon con un analisis de varianza (ANOVA) seguido
de un procedimiento de comparacion multiple de medias (prueba de Tukey) para cada

cepa, con un nivel de significancia de « = 0.05, usando el programa Statistica versién 10.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidn, se presentan los resultados con sus respectivas discusiones obtenidas del
fraccionamiento cromatografico de las hojas-flores (A), tallos (B) y raices (C) de A.
cuspidata, asi como, la evaluacion de la actividad antitopoisomerasa de compuestos puros

y en mezclas.

4.1 Muestras y obtencion de extractos de A. cuspidata

El Cuadro 5, resume los rendimientos de las distintas muestras abordadas en este trabajo.
Al realizar la comparacion de los rendimientos considerando el érgano vegetal de A.
cuspidata, se tiene que, el rendimiento del extracto metandlico en A, B 'y C fue de 24.45
+ 0.35; 7.04 £ 1.35 y 8.72 %, respectivamente. La diferencia que se observd entre estos
extractos, puede atribuirse a que algunos compuestos estan restringidos especificamente y
en mayor cantidad en ciertos 6rganos. Por ejemplo, el rendimiento alto en A (hojas-
flores) se debi6 a la presencia de clorofilas en mayor cantidad. B, presentd mas
compuestos de naturaleza no polar como esteroles y acidos grasos, y en C, predominaron

compuestos polares.

Cuadro 5. Rendimiento de extractos crudos en los diversos 6rganos de A. cuspidata.

Organo vegetal Extracto Descripcion  Rendimiento (%)

As crudo 24.45 + 0.35
metandlico
A con clorofilas 12.20 £ 0.15
Hojas-flores Az sin clorofilas 1.8+0.45
fraccién acuosa
Al insoluble en 6.13+0.17
AcOEt
Ay desengrasado 2.8+£0.35
crudo
B: metanélico 7.04+1.35
Tall extracto de
allos B. AcOEt del crudo 4.33+0.98
MeOH
B2 desengrasado 0.30+0.12
Raices C: crudo 8.72

metandlico
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Un analisis comparativo en el rendimiento de A con el descrito por Herrera (2010) y Lira-
De Lebn et al. (2017) (8.55 y 3.1 %, respectivamente), revel6 que la metodologia asistida
por ultrasonido presenté un mejor rendimiento. Esto es debido a que, en la extraccion
asistida por ultrasonido, la tensién mecanica induce cavitaciones y degradacion celular
mejorando la salida de los metabolitos secundarios del medio celular (Bucar et al., 2013)

en comparacion con el método tradicional de maceracion a temperatura ambiente.

4.2 Interpretacion de los datos espectroscopicos de RMN

4.2.1 Espectroscopia de RMN-'H de las fracciones de hojas-flores (A)

En la Figura 18, se muestran los espectros de RMN-'H de los extractos de A,
provenientes de hojas y flores tal como se describid en la seccion 3.2.2. El espectro del
trazo inferior corresponde al extracto A1”", donde se confirmé la remocion de clorofilas al
no observarse sefiales en la region on 7.95-9.51 pertenecientes al anillo porfirinico
presente en las clorofilas (Abraham y Rowan, 1991), a diferencia de los otros tres
espectros donde adicionalmente se observaron sefiales de protones de hidrocarburos
saturados e insaturados en on 0.7-2.2, asi, como de protones alilicos on 1.6-2.2 y vinilicos
onH 4.5-6.5. En general los espectros restantes de la Figura 18, son muy similares, ya que
se observaron las mismas sefiales a frecuencias altas, sin embargo, el extracto Az’
presentd menos sefiales que integraron para un nimero menor de protones a frecuencias
bajas, on 0.3-1.5 perteneciente a la region lipidica. Se infirié que esto se debid al hecho de
haber retirado los componentes solubles en Hx de este extracto, en consecuencia, se retiro
un alto contenido de compuestos no polares.

Por otra parte, debido a la posible inestabilidad de los compuestos presentes en los
extractos durante el proceso de extraccion se decidio hacerlo mediante maceracion y se
realiz6 la comparacion con el espectro de RMN-H obtenido por ultrasonido, Figura 18,
ambos espectros presentaron las mismas sefiales, de modo que el método de extraccion no

afect6 a los compuestos, pero si el rendimiento en peso y los tiempos de extraccion.
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Figura 18. Espectro de RMN-'H en CDCl; a 400 MHz de los distintos extractos de hojas-flores de A. cuspidata. El grafico A1”" se obtuvo por extraccién liquido-
liquido de la fraccidn acuosa. Los espectros de en medio (A1") provinieron del crudo metanélico, se obtuvieron por maceracion y EAU. El espectro A2’, se
obtuvo de extracciones sucesivas con Hx y AcOEt. El simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en la parte superior del espectro.
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4.2.2 Espectroscopia de RMN-'H de las fracciones de tallos (B)

Debido, a que en los espectros de los extractos solubles en AcOEt (seccion 4.2.1)
provenientes de hojas-flores (A) las sefiales de los compuestos de interés se observaron
con una intensidad baja predominando las sefiales caracteristicas de las clorofilas, se optd
por evaluar extractos de los tallos (B).

El espectro de RMN-'H en CDCIs (Figura 19, trazo inferior), revelé a B, libre de
clorofilas (region on 7.95-9.51) y a frecuencias bajas (on 1.6-0.3) se evidencid una
disminucion de sefiales correspondientes a compuestos no polares. Ademas, se comparé
con los espectros de dos fracciones, Figura 19 (trazo medio y superior), obtenidas por
Herrera-Martinez (2016) y capaces de inhibir la proliferacion celular de SKOV-3 (ICsp de
27.78 pg/mL). De la figura 19, se observo que los espectros presentaron los mismos tipos
de sefiales, con diferencias solo en la intensidad. Por lo anterior, se infiri6 que los
compuestos de interés estan presentes en mayor cantidad en tallos, que en las fracciones

obtenidas de hojas-flores (A).
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Figura 19. Espectros de RMN-'H en CDCl; a 400 MHz de las fracciones aisladas de tallos (B) de A. cuspidata (trazo inferior), los trazos medio y superior
corresponden a fracciones bioldgicamente activas obtenidas por Herrera-Martinez (2016). EI simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en la parte
superior del espectro.
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4.2.3 Espectroscopia de RMN-'H de las fracciones aisladas de raiz (C)

En la Figura 20, se muestra el espectro de RMN-'H del precipitado que se form¢ al

agregarle AcOEt al crudo metanolico, proveniente de raiz de A. cuspidata. A frecuencias

altas en on 7.37 se observo una sefial doble (d, J = 4.0 Hz) de proton aromatico. También

hubo sefiales de carbohidratos, por lo tanto, se determind el nimero de azlcares y sus

configuraciones anomeéricas: se observaron tres protones anoméricos en oy 5.17 (d, J =
3.6 Hz); 61 4.90 (d, J = 4.0 Hz) y 6n 4.24 (d, J = 7.6 Hz). Por sus desplazamientos

quimicos y con el valor de las constantes de acoplamiento, se propuso que las sefiales

etiquetadas como * y ** en la Figura 20, tienen configuracion g, mientras que *** posee

configuracion a.

B
HO
HO 0 OH
HO
OH
H-aromatico

H-del anillo de
carbohidratos

—

H-anoméricos

H-de metileno

H-de metilo

75 7.0 6.5 6.0

5.5 5.0

4.5 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)

25

2.0 15 1.0

Figura 20. Espectro de RMN-'H en D0 a 400 MHz de la fraccion soluble en agua proveniente del crudo

MeOH de raiz de A. cuspidata.
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Por otra parte, la Figura 21, corresponde al espectro de RMN-'H de la fraccion
metandlica libre de solidos. En el intervalo de on 6.8-7.7, se detectaron sefiales
correspondientes a sistemas aromaticos, en tanto que, las sefiales ubicadas entre on 3.0-
4.5 se atribuyeron a protones base de hidroxilos de carbohidratos.

~ ~

H-del anillg de

. H-de metilenos
carbohidratos

y metilos

\

A
H-de aromaticos y H-anomérico de
vinilicos EJ'Ucoi4
35

T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN-'H en MeOD a 400 MHz de la fraccion proveniente del crudo MeOH de raiz
A. cuspidata. El simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en la parte superior del espectro.

T T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.2.4 Elucidacion estructural de |

El compuesto I, soluble en DMSO-ds, se analiz6 por RMN de *H y *C en una y dos
dimensiones (COSY, HMBC y HSQC) y se identific6 como metil carboxilato de
brevifolina, Figura 22. En el espectro de RMN-'H se observaron un total de cinco sefiales:
la sefial simple ubicada en on 7.30, es caracteristica de un proton aromatico y se asigno a
H7. Se observd un sistema ABX, a frecuencias bajas se identificaron un par de sefiales
doble de dobles en o4 2.46 (J = 18.8, 2.0 Hz) y on 2.97 (J = 18.8, 7.6 Hz) que fueron
asignadas a los protones diastereotopicos Hos Y Hoa, respectivamente, y a través de sus
constantes de acoplamiento, se establecié un acoplamiento geminal entre estos dos

protones.
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La sefial doble de dobles ubicada en on 4.42 se asigno al proton de metino Hsx que por sus
constantes de acoplamientos de J = 8.0, 2.0 Hz, se establecio un acoplamiento vecinal con
los protones Hog y Hoa. Por otro lado, la sefial simple situada en dn 3.62 es caracteristica
de un grupo metoxilo y se asigné a Hi.. Asi mismo, en la inspeccion del espectro de
RMN-13C se observaron 14 carbonos, Cuadro 6. Tres carbonos de carbonilos situados en
oc 160.0, 172.4 y 193.0 asignados a Ci, Ci1, Y Cio, respectivamente. Las sefiales en dc
172.4 (C11) y 52.0 (C12) en conjunto con la sefial de protén en on 3.62 (Hi2) corroboraron
la presencia del grupo éster que se encuentra adyacente al Cs, tal como se verificd en el
experimento HMBC (Figura 23).

El resto de las sefiales fueron asignadas con la ayuda del experimento HMBC vy
comparadas con las descritas (Camacho-Luis et al., 2008). En el Cuadro 6, se muestran

todos los desplazamientos quimicos de RMN de *H y *C en DMSO-ds del compuesto I.

Figura 22. Estructura quimica de metil carboxilato de brevifolina (I) con las correlaciones observadas en
el experimento HMBC, indicadas con flechas discontinuas.
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Figura 23. Espectro HMBC en DMSO-ds a 400 MHz de metil carboxilato de brevifolina (1). EI simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en la parte
superior del espectro.
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Cuadro 6. Datos espectroscopicos de RMN-tH [ en ppm, multiplicidad, (J en Hz)] y **C (400 y 100 MHz,

respectivamente) de metil carboxilato de brevifolina (1) en DMSO-ds.

Posicion oc on HSQC HMBC ¢ Cosy
1 160.0 - - - -
2 145.7 - - - -
3 138.3 - - - -
3a 115.0 - - - -
4 143.5 - - - -
5 149.6 - - - -
6 140.3 - - - -
115.0, 140. 3,
7 108.0 7.30,s 108.0 149.6, 160.0 -
7a 112.9 -- - -
36.9, 138.3,
8x 40.5 dd ();':4;'5’2.0) 40.5 145.7, 172.4, Hog, Hoa
: : 193.0
A: 2.97, Hos, Hsx
dd, (J =18.8, 7.6) 40.5, 138.3,
9 36.9 36.0 145.7, 172.4,
B: 2.46, 193.0 Hox H
dd, (J = 18.8, 2.0) 9 TBX
10 193.0 - - - -
11 172.4 - - - -
12 52.0 3.62, s 52.0 172.4 -

Multiplicidad: s = simple, d = doble, dd = doble de dobles, ABX = sistema ABX.

El compuesto I, ha sido reportado en el género Acalypha (Marrez et al., 2017; Amakura

et al., 1999) pero no en A. cuspidata.

Por otra parte, Peng et al. (2008) reportaron que la fraccion fendlica de Duchesnea indica

inhibe significativamente la proliferacion celular de cancer de ovario SKOV-3 (ICsg =

80.68 * 3.41 pg/mL) mediante el dafio a mitocondrias. Posteriormente, Zhu y Guo (2015)

identificaron los compuestos fendlicos en el extracto de dicha especie, y reportan la

presencia de I. Por su parte Herrera-Martinez (2016) demostro el efecto que tuvo una

fraccion de AcOEt de A. cuspidata sobre células de cancer de ovario SKOV-3, ICso =

86.5 png/mL, es mediante el mismo mecanismo que reporta Peng et al. (2008), por lo

anterior es probable que el compuesto I, sea uno de los compuestos responsable de esta

actividad reportada.
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4.2.5 Elucidacion estructural de Ilay Ilb

Después de que la primera columna de Cig permitiera resolver las fracciones mas polares
provenientes A1", las fracciones menos polares necesitaron otra separacion para obtener
muestras con la pureza necesaria (3.3.1), y se obtuvo a lla.

A través del analisis de sus desplazamientos quimicos del espectro de RMN-H (400
MHz en CDCls) Figura 24, se asignaron sefiales caracteristicas de lipidos en én 0.89 y
0.98 que corresponden a metilos terminales. En Jn 1.28, se observé una sefial ancha que
pertenece a protones metilénicos (CH2)n tipica de una cadena alifatica en un &cido graso.
Las insaturaciones se confirmaron por la sefial multiple en Ju 5.54 que corresponde a
protones vinilicos, asi mismo, en on 2.05 se observo una sefial multiple de protones
alilicos, mientras que en on 2.76 (J = 6.2 Hz) se observd una sefial triple, asignable a
protones doblemente alilicos (=HC-CH2-CH=) (Guillén y Ruiz, 2003).

También se observaron dos sefiales triples en o4 159 y 2.26 (J = 6.2, 7.4 Hz)
respectivamente, correspondientes a los protones adyacentes al carbonilo del éster en las
posiciones £y a respectivamente. La presencia del carbonilo del éster se confirmé con la
sefial en éc 177.7 de RMN-3C, Figura 25. Adicionalmente, se identificd la presencia de
un éster metilico de acido graso, que se sustento por la sefial simple de *H en 6 3.64 y la
de 13C ¢ 51.9 indicando la presencia de un grupo metoxilo.

Dada la informacion anterior, se identificé a Ila, como una mezcla de acidos grasos
insaturados libres asi como, de ésteres metilicos de acidos grasos insaturados. Ademas se
infiri6 la presencia de triacilgliceroles, por la sefial en on 5.34 y 4.11-4.31 pertenecientes

a los H-1, H-2 y H-3 de triacilgliceroles.
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Figura 24. Espectro de RMN-H en CDCl; a 400 MHz de Ila. El simbolo virgulilla hace referencia a que
hubo un corte en la parte superior del espectro.
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Figura 25. Espectro de RMN-3C en CDCl; a 100 MHz de Ila. El simbolo virgulilla hace referencia a que
hubo un corte en la parte superior del espectro.
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I1b se obtuvo como un liquido viscoso de color amarillo. Al realizar el analisis de sus
desplazamientos quimicos de RMN-'H (400 MHz en CDCls) Figura 26, se aprecio una
gran similitud con los desplazamientos quimicos de proton de lla, indicando la presencia
de mezclas de &cidos grasos insaturados Y triacilgliceroles. En el apéndice 1-a se muestra
su espectro de RMN-13C de Ilb.
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Figura 25. Espectro de RMN-'H en CDCl;z a 400 MHz de I1b. El simbolo virgulilla hace referencia a que

hubo un corte en la parte superior del espectro.

Este tipo de compuestos son comunes en todas las familias de plantas y en mayor
cantidad en semillas de frutos. La familia Euphorbiaceae esta considerada como fuente de
aceites vegetales para la industria tecnoquimica (Correal y Pascual 1992).
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4.2.6 Elucidacion estructural de 111

Del analisis del espectro de RMN-!H, Figura 27, de las fracciones 24-27 proveniente del
extracto A1"" se determin0 que hay una mezcla de acidos grasos insaturados y derivados
de ftalatos.

En relacion a la porcion de ftalato, sus sefiales se observaron en la region de los
aromaticos, como dos dobles de dobles en on 7.72 'y 7.55 (J = 3.6, 3.3 Hz; J = 3.6, 3.3
Hz, respectivamente), caracteristico de un benceno 1,2-disustituido. También se observo
una sefal triple en on 4.24 (J = 5.9 Hz), estas sefiales corresponden a protones de
metilenos unidos a oxigeno. El resto de las sefiales de la porcion alifatica, estuvieron
inmersas en las sefiales de los protones de los acidos grasos en on 0.83-1.94 (Guillén y
Ruiz, 2003).

Los ésteres de &cido ftalico comUnmente conocidos como ftalatos, son una familia de
productos quimicos artificiales utilizados como plastificantes en una variedad de
productos industriales. Sin embargo, algunos géneros de la familia Euphorbiaceae
producen ftalatos como sus metabolitos secundarios. Por ejemplo, se han aislado ftalatos
como butil-2-metilpropil, diheptil y bis (2-etilhexil), bis (2-etiloctil) y bis (2-etilicosil) en
Euphorbia cyparissias, E. seguieriana, E. hylonoma y Phyllanthus muellerianus (Toth-
Soma et al., 1993; Ruan et al., 2006; Saleem et al., 2009) tanto de la parte aérea como en
raiz. A pesar de ello, hasta el momento la biosintesis y el papel fisioldgico de los ftalatos
en especies vegetales no estan reportado.

Debido al sitio de su colecta (en un jardin botanico), un éarea natural con minima
perturbacion, y a los cuidados restantes para evitar cualquier contaminante de ftalatos
durante el proceso de separacion de los MS, podria ser probable que los ftalatos hayan
sido sintetizados por la planta, no obstante, falta examinar su mecanismo de produccion
de estos compuestos en A. cuspidata para descartar con certeza su procedencia externa.
Los ftalatos tienen actividad antibacteriana, larvicida y citotoxica significativa
(Rajamanikyam et al., 2017). También, inhiben la accion de las TOP | y Il dependiente de
la dosis, casi tan potente como la camptotecina y m-AMSA (Lee y Hong 1996).
Considerando lo anterior, es conveniente verificar si la actividad antitopoisomerasa (Lira-

De Leon et al., 2017; Herrera-Martinez, 2010, 2016) en A. cuspidata se debe en parte a la
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presencia de ftalatos o no, ya que los ftalatos en A. cuspidata se encontraron en las
diferentes partes estudiadas (hojas-flores, tallos y raices).

Por otra parte, las sefiales generadas por los protones de los acidos grasos (Figura 27), se
observaron a frecuencias bajas, alrededor de on 0.7-0.9 se identificaron protones de
metilos, en on 1.1-2.3 se apreciaron sefiales multiples que corresponden a los hidrogenos
de los grupos metilenos (-CH2) de una cadena hidrocarbonada de los &cidos grasos y del
ftalato. También en el intervalo de on 5.7-5.9 se mostraron sefiales multiples
correspondientes a protones vinilicos, asi mismo se observo una sefial simple en o4 3.68

indicando la presencia de un grupo metoxilo en la estructura.

En on 2.33 se aprecid una sefial multiple, este desplazamiento es tipico de protones
vecinos a un grupo éster y con base a lo ya descrito, se sugirid que se trata de un éster

metilico de un acido graso insaturado.

RIS L L

T T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

4.0
f1 (ppm)
Figura 27. Espectro de RMN-'H en MeOD a 400 MHz de las fracciones 24-27 de hojas-flores (A). Las
sefiales indicadas con lineas discontinuas pertenecen a los protones del ftalato, y con las lineas continuas,
corresponden a las del &cido graso insaturado. El simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en
la parte superior del espectro.
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4.2.7 Elucidacioén estructural de 1Va

rrs

De la fraccion soluble en agua del crudo MeOH (A1), se obtuvo IVa. Del anélisis de
los desplazamientos quimicos de RMN-C y la comparacion con lo reportado por Li et

al. (1999), se propuso la existencia de un derivado del acido elagico en mezcla, Figura 28.

Figura 28. Estructura quimica de un derivado del acido elégico (1Va).

Dado que la molécula del acido elagico tiene simetria, se identificaron solo seis sefiales
que corresponde a la mitad de dicha molécula, el resto tiene el mismo ambiente quimico.
La presencia de carbonilos de lactona (C7, y C7) se confirmé con la sefial en oc 159.9, se
asignaron los carbonos metinos aromaticos (Cs, y Cs’) en dc 110.2. El resto de las sefiales

identificadas, correspondieron a carbonos cuaternarios de aromaticos (sp?), Figura 29.

C?, 7 03 3 C2, 2 C5, 5

Cax

bl

1;0 1é0 15‘0 11‘10 1;0 12‘0 lllﬂ léﬂ 9‘0 aln 7‘0 Glﬂ ;ﬂ 4‘0 30 20 10
f1 (ppm)
Figura 29. Espectro de RMN-13C en DMSO-ds a 100 MHz de 1VVa en mezcla. El simbolo virgulilla hace
referencia a que hubo un corte en la parte superior del espectro.
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Los precursores de 1Va son los taninos, y la familia Euphorbiacea es rica en taninos
(Okuda et al., 1980). La presencia de derivados del acido elagico presentes en la fraccion
acuosa en el género Acalypha, también ha sido reportado por Kewuchi et al. (2011) en

concentraciones de 518.19 (mg/kg).

4.2.8 Elucidacioén estructural de 1'Vb

rrs

La fraccion uno, proveniente de la columna Cig del extracto A1”"" se obtuvo como un
liquido viscoso de color amarillo, con un peso de 5.3 mg representando el 0.43 % de
dicho extracto. En el espectro de RMN-tH, Figura 30, se observaron sefiales en la region
de protones aromaéticos, asi como, sefiales de protones anoméricos, sin embargo, mediante
el andlisis del experimento HMBC se observé que no hay correlacién entre los protones
anoméricos de la glicona con los protones del sistema aromatico. Por lo tanto, ambos

sistemas, estuvieron en moléculas diferentes.

H—carbohidratos

H-aromatico
H- anomerlco

H-anomérico /

T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4, 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 30. Espectro de RMN-'H en D0 a 400 MHz de la fraccion uno, proveniente del extracto A1™"". El
simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en la parte superior del espectro.

Continuando con la elucidacion en la region de protones aromaticos, se observaron
sefiales en on 7.45 (1H, d, J = 1.9 Hz), 61 6.95 (1H, d, J = 8.2 Hz) y o 7.41 (1H, dd, J =
8.2, 1.9 Hz) asignados a Hz, Hs y Hs, respectivamente, y mediante HSQC (apéndice 1-b)
se observé que dichas sefiales se encuentran unidas directamente a los carbonos en dJc
117.0 (Cy); oc 115.3 (Cs) y oc 122.6 (Cs), respectivamente. Este conjunto de tres sefiales

forman parte de un sistema de espin ABX propio de un anillo aromatico. Las
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correlaciones de H; a Cs, C3, C=0; Hg a Co, C4 y de Hs a C1, C3 observadas en el espectro
HMBC, Figura 31, y con lo ya reportado, confirmaron la presencia del acido 3,4-
dihidroxibenzoico, también conocido como acido protocatechuico (IVVb) (Scott, 1970;
1972).
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Figura 31. Espectro HMBC en D0 del 4cido 3,4-dihidroxibenzoico (I'Vb), sus correlaciones se muestran
con flechas discontinuas.

El cido 3,4-dihidroxibenzoico, un compuesto fendlico, ya se ha aislado en otra especie
del genero Acalypha (Park et al., 1993), sin embargo en A. cuspidata es la primera vez
que se reporta. Entre sus propiedades bioldgicas se describe la actividad antioxidante
(Sroka et al., 2003) y nematicida (Seo et al., 2013). En el cuadro 7, se resumen todos los

desplazamientos quimicos de *H y 3C.
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Cuadro 7. Datos espectroscopicos de RMN-'H [ en ppm, multiplicidad, (J en Hz)] y *C (400 y 100 MHz,
respectivamente) del acido 3,4-dihidroxibenzoico (1Vb) en D,0O.

Posicion dc on HSQC HMBCh.c
C=0 175.1 - - -

1 128.2 - - -
7.45, 122.6, 143.3,

2 117.0 d (J=1.9) 117.0 1751

3 143.2 - - -

4 147.2 - - -

5 115.3 6.95,d, (J=8.2) 115.3 128.2, 143.2
7.41,

6 122.6 dd, (= 8.2, 1.9) 122.6 116.9, 147.2

Multiplicidad: d = doble, dd = doble de daobles.

4.2.9 Elucidacion estructural de V

Del extracto de AcOEt desengrasado (seccién 3.2.2) pasado por Cig se obtuvo el espectro
de RMN-!H Figura 32, de las fracciones 30-32 (18 mg, en los apéndices 1-c y d, se
encuentra el resto de sus experimentos), que mostré protones metilénicos entre on 0.63-
1.1 con el perfil caracteristico de un fitoesterol, se observé una sefial triple en o1 5.34 (t, J
= 2.4 Hz) caracteristico del proton vinilico He de un esterol (Sobolev et al., 2005).
También se observaron protones vecinales a hidroxilo en on 4.02-4.56 lo cual sugiere la
presencia de un azucar. En o4 5.04 se identific el protobn anomérico (Hi’), esto se
confirmo con la sefial en dc 102.3 de RMN-'3C correspondiente al carbono anomérico.
Con la ayuda de los espectros de HMBC y HSQC todas las sefiales fueron asignadas y
con la comparacion con datos de la literatura (Faizi et al., 2001), se identifico el
compuesto V como 3-O-f-pD-glucopiranosido del s-sitosterol. En el Cuadro 8, se muestran

los desplazamientos quimicos de este compuesto.
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1 (ppm
Figura 32. Espectro de RMN-'H a 400 MHz en piridina-ds de 3-O-5-D-glucopiranésido del g-sitosterol (V). La expansién de la region 4 0.60-1.01 (parte
superior derecha de la Figura) permite apreciar las sefiales de los protones metilénicos del g-sitosterol. El simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte
en la parte superior del espectro.
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El compuesto V se ha reportado dentro de la familia Euphorbiaceae, especificamente en
los géneros Euphorbia (Moawad et al., 2016), Nealchornea (Sarath et al., 1980) y en

Croton (Peres et al., 1997), pero no hay reportes para el género Acalypha.

Cuadro 8. Datos espectroscopicos de RMN-H [¢ en ppm, multiplicidad, (J en Hz)] y *C (400 y 100 MHz,
respectivamente) de 3-O-f-D-glucopiranésido de S-sitosterol (V) en piridina-ds.

Posicion oc on HSQC HMBCh.c

1 37.3 0.97, m 37.3

1.72, m i
2 30.0 2.13,d, (J = 11.6) 30.0

1.70, m i
3 77.9 3.96, m 77.9 -
4 39.1 2.46, dd, (J = 13.6, 2.0) 390.1

2.72,dd, (J = 13.2, 2.4) i

5 140.7 ) )
6 121.6 5.34,1, (J=2.4) 121.7 31.8
7 32.0 1.53, m 32.0

1.82, m
8 318 148 m 31.8 32.2,41.7, 56.0,

e 121.8,140.8

9 50.1 0.85, dd, (J = 6.8, 3.2) 50.3 -
10 36.7 - - -
11 21.1 1.40, m 21.1

1.40, m i
12 39.7 1.93, m 39.8

1.07, m i
13 42.0 - - -
14 56.6 0.90, m 56.0 -
15 24.3 1.51, m 24.3

1.01, m i
16 28.3 1.79, m 28.4

1.20, m i
17 56.6 1.05, m 56.0 -
18 11.8 0.64, s 11.8 -
19 19.8 0.92,s 19.8 -
20 36.2 1.32,m 36.2 -
21 18.8 0.97,d, (J=6.4) 18.7 -
22 34.0 1.07, m 34.0

1.34, m i
23 26.2 1.24, m 26.2

1.24, m i
24 45.8 0.97, m 45.8 -

25 29.2 1.65, m 29.3 -
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Cuadro 8. (Continuacion)

Posicion oc on HSQC HMBCh.c
26 19.0 0.83,s 19.2 -
27 19.2 0.85,s 19.7 -
28 23.2 1.26, m 23.2 i

1.26, m

29 12.0 0.89,d (J=2.0) 12.0 -
r 102.3 5.04,d,(J=7.6) 102.3 77.9
2’ 75.1 4.05,dd (J=7.6, 8.0) 75.1
3 78.3 4.28,dd (J=8.0.8.0) 78.3 75.1
4 715 4.26, dd, (J = 8.0, 8.0) 715 78.3,78.2
5 78.2 3.96, m 78.2 102.3
6’a 62.6 4.55, dd, (J =11.6, 1.6) 62.5 715
6’b 62.6 4.39, dd, (J=11.6,5.2) 62.5 78.3

Multiplicidad: m = maltiple, s = simple, t = triple, d = doble, dd = doble de dobles

4.2.10 Elucidacion estructural de VI
Por otro lado, de las fracciones que se obtuvieron de tallo (B:1"), solo las que presentaron
compuestos mayoritarios con algunas impurezas (8, 43-45, 46, 51 y 52) fueron las que se

analizaron mediante RMN-1H.

Los espectros de RMN-'H de las fracciones 8 y 43-45 no se presentan, ya que mostraron
desplazamientos quimicos muy parecidos a los de la fraccién 46. La fraccion 46 se
obtuvo como un aceite de color amarillo intenso, soluble en MeOH. En el espectro de
RMN-1H, Figura 33, se observaron sefiales principalmente de carotenos y de

triacilgliceroles.

Los protones olefinicos conjugados de la gran mayoria de los carotenoides se observaron
con intensidades bajas en la region entre o4 6.0-6.8, mientras que las sefiales
pertenecientes a metilos y metilenos fueron traslapadas por las sefiales intensas
correspondientes a los triacilgliceroles, debido a esto, solo fue posible analizar dicha
region (on 6.0-6.8). Las asignaciones realizadas, se basaron en la literatura disponible
(Miglietta y Lamanna, 2006).
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Figura 33. Espectro de RMN-'H en MeOD a 400 MHz de S-caroteno (V1) de A. cuspidata, presente en la

fraccion 46 de tallo. En la parte superior izquierda se muestra una ampliacién correspondiente a la zona de

protones vinilicos (o1 6.0-6.8) de V1. El simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte en la parte
superior del espectro.

Continuando con la elucidacion de la fraccion 46, se discutieron las siguientes sefiales: se
identificaron 11 sefiales caracteristicas de triacilgliceroles (Guillén y Ruiz, 2003), mismas
que se observaron para los compuestos Ila y Ilb aislado en hojas (extracto A), el analisis
de los desplazamientos del espectro de RMN-!H, Figura 34, se apreciaron sefiales del
esqueleto del glicerol. Por lo tanto, las sefiales 1 y 3 (on 4.11-4.25) se deben a los
protones de los carbonos 1y 3 del grupo glicerilo (CH20OCOR) y mientras que 2 (on 5.32)
al proton del carbono 2 (-CHOCOR).
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Figura 34. Espectro de RMN-'H en MeOD a 400 MHz de mezcla de triacilgliceroles presente en la
fraccion 46, proveniente de tallo de A. cuspidata. El simbolo virgulilla hace referencia a que hubo un corte
en la parte superior del espectro.

4.2.11 Elucidacion estructural de VII

La fraccion 51, se obtuvo como un solido blanco cristalino. En el espectro de RMN-1H,

Figura 35, se observaron sefiales de protones metilénicos a frecuencias bajas, entre Ju

0.63-1.01 con el perfil caracteristico de un fitoesterol (Sobolev et al., 2005): 61 0.69
(Hag), on 0.80 (H26), on 0.82 (H27), o1 0.84 (H29), on 0. 92 (H19) ¥ on 1.01 (H21). También

se observd una sefial multiple en on 3.52, perteneciente a un hidrogeno geminal a un

grupo hidroxilo, sefial clave que evidencio la posicion de Hz del anillo esteroidal. En on

5.35 se observo una sefial doble (J = 5.2 Hz) de un proton vinilico (He). Ademas, en o
5.15(J = 15.2,8.8 Hz) y en 0n 5.01 (J = 15.2, 8.8 Hz) se distinguieron dos sefiales doble

de dobles, caracteristicas para protones vinilicos, pertenecientes a los protones Hz. y Has,

respectivamente. Estas asignaciones coincidieron con las reportadas para la estructura del
estigmasterol (VI11) (Sobolev et al., 2005).
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Figura 35. Espectro de RMN-'H en CDCl; a 400 MHz del estigmasterol (V11), presente en la fraccion 51
de A. cuspidata.

4.2.12 Elucidacion estructural de VIII

Los espectros de RMN-'H de las fracciones 51 y 52 presentaron desplazamientos
quimicos parecidos, excepto que, la intensidad de las sefiales en oy 5.02-5.16 para 52
fueron bajas en contraste con las de la fraccion 51, ademas, que las sefiales a frecuencias
bajas (on 0.63-1.01) integraron para el doble de protones esperados. Basados en las
integrales e intensidades de las mismas, se afirmo que la fraccion 52 (Figura 36) presento
sefiales para una mezcla de dos compuestos. Por lo que, las sefiales de mayor intensidad
se atribuyeron al compuesto mayoritario, fg-sitosterol (VI111) mientras que las de menor
intensidad al estigmasterol (V11).

Estos dos fitoesteroles son de importancia médica y también biologica. Son componentes
estructurales de la membrana celular, presentes en forma libre o esterificada. En hojas-
flores (A) se aisld el p-sitosterol glicosilado (3-O-p-b-glucopirandsido del S-sitosterol,

V), Ullmann et al. (1993) sugieren que la glucosilacion de esteroles segun las necesidades
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celulares, puede representar una via de regulacion con el fin de equilibrar la
concentracion de esteroles libres en la membrana plasmatica. Cabe sefialar que la enzima
encargada de la glucosilacion de esteroles en vegetales es UDP-glucosa p-b-
glucosiltransferasa (UDPG-SGTasa) mediante la trasferencia de glucosa de UDP-glucosa
a un esterol con la formacién de un enlace S-glucosidico entre el carbono anomerico de la
glucosa y el grupo 3-hidroxilo del esterol. Aunque f-sitosterol y estigmasterol han sido

aislados de muchas especies vegetales, para A. cuspidata constituyen su primer reporte.

1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 0.65
f1 (ppm)

H; .
. sz’ /_,HZ-"' H; 5 u L
M 7 M

2.5 2.0 1.5 1.0

3.0
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Figura 36. Espectro de RMN-'H en CDCl; a 400 MHz de la mezcla de g-sitosterol (V111) y estigmasterol
(V1) presentes en la fraccion 52 de tallos A. cuspidata.

Por otro lado, de la fraccién soluble en Hx (B2"), se formd un precipitado, se lavd con
MeOH resultando un solido blanco cristalino, y al agregarle CHCIs con acetona,
cristalizd. Se analiz6 por RMN-'H e identifico nuevamente a g-sitosterol (VIII) y
estigmasterol (VI11). Con un peso de 190 mg representando el 45.23 % de la fraccion de

HX.
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4.2.13 Elucidacioén estructural de IX

El fraccionamiento cromatogréfico de C*"” (de raiz), permitio obtener los compuesto IX'y
X.

La fraccion 37, se obtuvo como cristal en forma de aguja. En el espectro de RMN-!H,
Figura 37, de IX, se identificaron dos sefiales simples, de protones de aromaticos en Ju
7.92 (1H, s, oc 114.0) y 7.60 (1H, s, oc 113.2) y se asignaron a Hs y Hs, respectivamente.

O-CH; |« —0O-CHs

Hs
Hs H- de la glucosa
Ha MJ Hea~ Heb
810 7!9 7.IB 7.‘7 7j6 7.IS 5{2 5!1 454 i (‘:J-gm) 412 4!1 4!0 3?9 3{8 3i7 356 3{5 3.‘4
Figura 37. Espectro de RMN-'H en MeOD a 400 MHz, del compuesto IX presente en la fraccion 37 de raiz
A. cuspidata.

Mediante HMBC, se observo que Hs se correlaciond con 116.2, 144.0, 153.0, 160.5 (Cs,
Cs, Cs4, C7) mientras que Hs con 112.9, 142.0, 154.4, 160.4 (Ce, C3, Cs, C7). También se
observo la presencia de dos metoxilos en on 4.19 (3H, s, oc 62.6) y Jon 4.18 (3H, s, dc
62.1) y se correlacionaron con 144.0 (Cs) y 142.0 (Cs'). Las correlaciones mencionadas se

muestran en la Figura 38.
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8°CH,’

Figura 38. Correlaciones claves por HMBC de IX.
R: parte restante de la molécula en elucidacion.

Finalmente, se identifico el proton anomérico de la glucosa en on 5.14 (1H, d, J = 7.4 Hz)
y sus protones diasterotdpicos del Cs~ (62.3) en on 3.91 (1H, dd, J = 12.1, 1.9 Hz) y on
3.74 (1H, dd, J = 12.1, 5.2 Hz). La posicion del enlace glucosidico al resto del ndcleo del
acido elagico se confirm6 mediante los experimentos HMBC y NOESY, por la correccion
observada del Hs con el carbono anomérico (C1~) Figura 39. Mientras que la correlacion
de Hi~ (dn 5.14) con C4 (dc 153.0) indico el punto de conexion (Ca).

Por los datos espectroscopicos descritos anteriormente y segun lo reportado (Ye et al.,
2007 y Zhou et al., 2015) I1X se identificoé como 4-O-p-p-glucopirandsido del acido 3,3'-

dimetil-elagico. El resto de sus experimentos se encuentran en los apéndices 1-e-g.

Figura 39. Correlaciones claves por HMBC (flecha de una punta) y NOESY (flecha de dos
puntas) del compuesto IX.

Cabe destacar que IX, no estd descrito en la familia Euphorbiaceae ni en el género

Acalypha. Sin embargo, dentro del género hay compuestos estructuralmente muy



66

parecidos que difieren en el aztcar unido al grupo hidroxilo, en la posicion 4. Por ejemplo
de las raices de Euphorbia hylonoma se aislé el 4'-O-p-b-xilopiranésido del &cido 3,3'-di-
O-metil-elagico, con actividad antitumoral (Zhang et al., 2014). Por lo tanto, en este
estudio se aisld por primera vez el 4-O-S-p-glucopiranosido del acido 3,3'-dimetil-
elagico. En el Cuadro 9, se muestran todos los desplazamientos de protones y atomos de
carbono.

Cuadro 9. Datos espectroscopicos de RMN-'H [ en ppm, multiplicidad, (J en Hz)] y *C (400 y 100 MHz,
respectivamente) de 4-O-f-D-glucopiranosido del acido 3,3'-dimetil-elagico (1X) en CD;OD.

Posicion OH oc HSQC HMBC h.c  NOESY DEPTQ

1 - 114.4 - - - C
2 - 143.0 - - - C
3 - 144.0 - - - C
4 - 153.0 - - - C
116.2, 144.0,
5 7.92,s 114.0 114.0 153.0, 160.5 5.14 CH
6 - 116.2 - - - C
7(C0O0) - 160.5 - - - C
8 (CHs) 4.19,s 62.6 62.65 144.0 - CHs
1 - 1135 - - - C
2 - 142.7 - - - C
3 - 142.0 - - - C
4 - 154.4 - - - C
, 112.9, 142.0,
5 7.60,s 113.2 113.1 154.4. 160.4 - CH
6 - 112.9 - - - C
7°(CO0) - 160.4 - - - C
8" (CHs) 4,18, s 62.1 62.1 142.0 - CHs
1 5.14,d,(J=7.5) 103.0 103.0 153.0 7.92 CH
27 3.46, m 74.92 74.92 78.1,103.0 - CH
37 3,51, m 78.1 78.1 - CH
4 3.55;m 711 711 78.1 - CH
57 3.63, m 78.4 78.4 - - CH
a: 3.91,
. dd, (J=12.1,1.9)
6 b: 3.74, 62.3 62.3 - - CH:

dd, (J = 12.1, 5.2)

Multiplicidad: s = simple, t = triple, d = doble, dd = doble de dobles.
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4.2.14 Elucidacion estructural de X

De la fraccion 39, de raiz, se aislé el compuesto X, como un solido color ambar, soluble
en metanol. Las asignaciones se hicieron analizando los experimentos de RMN 1D y 2D:
'H y ¥C, DEPTQ, 'H-'H COSY, HSQC y HMBC. Del analisis de los datos
espectroscopicos, en conjunto con lo reportado por Jiang et al. (2015) se propuso una
amida derivada del &cido ferdlico y tiramina de nombre (E)-N-feruloil tiramina (X). A
continuacion se describe su elucidacion.

En el espectro de RMN-'H, Figura 40, se observaron sefiales de protones aromaticos en
on7.10 (1H, d, J =1.8 Hz), 04 6.78 (1H, d, J = 8.1 Hz) y 61 7.01 (1H, dd, J = 8.2, 1.8 Hz)
asignados a Hs, Hg y Hg, respectivamente, y de acuerdo a las correlaciones observadas en
el experimento HSQC, se establecié que estos protones se encuentran enlazados a sus
respectivos carbonos Cs, Cgy Cog enoc 111.5, 116.4 y 123.2.

Hiy Hs.;

Hs H,

i

7.1 7.0 6.9 6.8 6.7

0O-CH;

disolvente

AV N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 5].(2 ( 5.0) 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
1 (ppm

Figura 40. Espectro de RMN-'H en MeOD a 400 MHz de (E)-N-feruloil tiramina (X)
presente en la fraccion 39 de la raiz de A. cuspidata.
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Mediante el experimento HMBC se observo que los protones Hs y Hg se correlacionaron
con el Ce ubicado en dc 149.2 a dos y tres enlaces cada uno. Asi mismo, se detecté la
unién de un grupo metoxilo en este anillo aromatico, en o4 3.86 (Jc 56.4) por la
correlacion a tres enlaces con el Cs. Por su parte Hg se correlaciond con un carbono
cuaternario en oc 149.7 (C7) que tiene unido un grupo OH. Mientras que Hg mostrd

correlacion a tres enlaces con el Cs4 (oc 128.3), Figura 41.

Figura 41. Correlaciones de HMBC del sistema ABX de X. R: parte restante de la molécula por elucidar.

Mediante el experimento HMBC se observo la conectividad de una amida a, f-insaturada
en esta estructura, Figura 42. Brevemente, Hs se correlaciond a tres enlaces con el Cz (dc
142.0) y mediante las correlaciones *H-H-COSY se observé un sistema AB en oy 7.42
(1H, d, J =15.7 Hz) y 0w 6.39 (1H, d, J = 15.7 Hz) asignados a Hz y Ha respectivamente.
Por su constante de acoplamiento, estos protones vinilicos presentaron configuracion E, y
en el experimento HMBC, se observo la conectividad de estos protones a un carbonilo de

amida en dc 169.2 que se asigno al C;.

Figura 42. Correlaciones de HMBC del sistema amida o, S-insaturado de X. R: parte restante de la
molécula en elucidacion.

Continuando con la elucidacion, la parte restante de la molécula se identifico por la
conectividad observada del H1 o1 3.45 (2H, t, J = 7.4 Hz) con el carbonilo (C1) mediante
HMBC, mismo que mostr6 acoplamiento con Hz dn 2.74 (2H, t, J = 7.3 Hz) y también se
correlaciond con un anillo aromatico p-sustituido. Dichos protones del anillo de benceno
se observaron en Jn 7.04 (2H, d, J =8.4 Hz) y 01 6.71 (2H, d, J = 8.4 Hz) asignadas Hs,
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Hs y Hz, Hs, respectivamente, con acoplamiento orto y por sus constantes de
acoplamiento se establecié sistema AA'BB', también en el HSQC, se observo que estos
protones estan directamente unidos a los carbonos en oc 130.7 y oc 116.2,
respectivamente. Basandonos en los datos anteriores y comparando los datos espectrales

ya reportados, el compuesto X se identificé como (E)-N-feruloil tiramina, Figura 43.

Figura 43. Correlaciones claves de HMBC de X.

A continuacion se muestra el espectro DEPTQ Figura 44, con las asignaciones del

compuesto X, y en los apéndices 1-h-j el resto de sus experimentos.

C
Cs G f/
G| G

O-CH;

C4's' Cs

T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125

120 115 110 105 10060 55 50 45 40 35 30
f1 (ppm)

Figura 44. Espectro de DEPTQ en MeOD a 100 MHz de ((E)-N-feruloil tiramina) X presente en la fraccion
39 de laraiz de A. cuspidata.
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(E)-N-feruloil tiramina, es un compuesto de naturaleza fenolica, resultado de la unién del
acido ferdlico con tiramina mediante un enlace de tipo amida. Se considera una
fitoalexina, puesto que juega un papel fundamental en la defensa contra patdgenos y en la

respuesta a heridas en plantas (Sun et al., 2019).

Estudios previos han sefialado la importancia de X, ya que posee una amplia gama de
actividades farmacologicas, como: hipoglucémica (Amaro et al., 2014) inhibidor de la
melanogénesis en células de melanoma de raton (Efdi et al., 2007); Thangnipon et al.
(2012) consideran que el efecto protector de X contra la muerte neuronal inducida por
AP1-42 podria deberse a su propiedad antioxidante y antiinflamatoria (Jiang et al., 2015).
Gao et al. (2019) sugieren que X podria ser candidato prometedor en la terapia contra el
cancer, puesto que inhibié el crecimiento de células HepG2 y no presenta toxicidad con
ICs0 de 194 + 0.894 uM. Cabe sefalar que hasta el momento (E)-N-feruloil tiramina, no
ha sido reportado dentro del género Acalypha. Los desplazamientos de todos los protones

y atomos de carbono del compuesto X, se resumen en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Datos espectroscopicos de RMN-H [¢ en ppm, multiplicidad, (J en Hz)] y 3C (400 y 100
MHz, respectivamente) de (E)-N-feruloil tiramina (X) en CD3sOD.

Posicion OH oc HSQC HMBC h.c COSY DEPTQ

1 - 169.2 - C
2 6.39,d,(J=157) 1187 118.7 128.2,169.2  7.42 CH
3 7.42,d,(J=157)  142.0 142.0 11151232, ¢ 39 CH
169.2
4 - 128.2 - - - C
_ 123.2, 142.0,
5 710,d,(J=18) 1115 1115 1490 - CH
6 - 149.2 - - - C
7 - 149.7 - - - C
8 6.78,d,(J=81)  116.4 116.4 128.2,149.2  7.01 CH
7.01, 111.5, 142.0,
9 i, 0-8218 1282 123.2 1497 6.78 CH
O-CHs 3.86, 56.4 56.4 149.2 - CHs
. _ 35.7,131.3,
1 3.45,t, (J=7.4) 425 425 1690 274  CH,
74 2.74,1,(1=7.3) 35.7 35.7 42.5,130.7 345  CH,
3 - 131.3 131.3 - - C
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Cuadro 10. (Continuacion)

Posicion o S HSQC  HMBCuc  COSY DEPTQ
, ) 35.74, 1307,
¥ 704d(d=84) 1307 1307 o i CH
5  678,d,(=81) 1163 1164 116'135’6121'3’ 704 CH
6 i 1568 1568 i i c
7 e780,0=81) 1163 164 ool g0 cn
, ) 35.74, 13017,
§  704d (J=84) 1307 1307 o CH

Multiplicidad: s = simple, t = triple, d = doble, dd = doble de dobles

En el Apéndice 1-k, se muestran imagenes de algunos de los compuestos y mezclas
obtenidas, de los 6rganos de A. cuspitada.

4.3 Evaluacion de la actividad antitopoisomerasa

Es crucial hallar MS con actividad antitopoisomerasa, ya que afectan la accion de las
TOP (I y/o 1) produciendo rupturas permanentes en el ADN, en consecuencia, provocan
la muerte celular, razon de su empleo como agentes anticancerigenos. Ademas, que existe
la posibilidad que las moléculas encontradas sean inhibidores mas potentes que los
compuestos ya reportados, mismos que pueden disminuir los efectos secundarios
negativos que se observan in vivo, y por Gltimo pueden ser moléculas mas estables.
Debido a la poca cantidad obtenida de algunos compuestos, a la mezcla con ftalatos y la
actividad previamente reportada, s6lo se evaluaron los siguientes metabolitos para la
actividad antitopoisomerasa:

De los compuestos encontrados en hojas-flores (A), la mezcla de acidos grasos libres y
ésteres metilicos de &cidos grasos insaturados (lla y Ilb) se encontraron en mayor
cantidad, por lo tanto, fueron los que se evaluaron, tambien el 3-O-4-p-glucopiranosido

del p-sitosterol (V) ya que no existen reportes, contrario al metil carboxilato de
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brevifolina (I) donde Tomczyk et al. (2008) sefialan la citotoxicidad contra la linea
celular de carcinoma de mama humano (MCF-7) ICso: 1.11 £ 2 uM y su capacidad de
unién al ADN, mediante el ensayo de inhibicion de la topoisomerasa | y Il del ADN.

Asi mismo en tallo (B), se encontraron mezclas de acidos grasos insaturados con ésteres
metilicos de acidos grasos, entre otros compuestos conocidos como el estigmasterol y el
p-sitosterol, en consecuencia, ya no fue necesario realizar su evaluacion.

Por altimo, en raiz (C) se volvio a encontrar la mezcla de &cidos grasos libres insaturados
y ésteres metilicos de acidos grasos en mezcla con ftalatos, por lo que, Unicamente se
evalué a (E)-N-feruloil tiramina (X) y no al compuesto IX, ya que no se purifico la
cantidad suficiente, para hacer la prueba.

Para determinar si los compuestos Ila, Ilb, V y X presentaban actividad
antitopoisomerasa, fueron evaluados contra dos cepas mutadas de Saccharomyces
cerevisiae JN394 y JN362a (descritas en la seccion 2.5.1). La cepa de S. cerevisiae JN394
tiene su pared celular modificada para admitir el acceso de diversos compuestos, ademas
presenta deficiencia en los mecanismos de reparacion del ADN dafiado, debido a la
carencia del gen rad52, (Nitiss y Wang, 1988), en consecuencia, estas alteraciones
incrementan la sensibilidad ante compuestos con posible actividad antitopoisomerasa. En
cambio, la cepa S. cerevisiae JN362a, tiene su genotipo sin mutaciones, por lo tanto, es
resistente a los compuestos que dafien el material genético (Gunatilaka et al., 1994; Nitiss
y Wang, 1988). Con base a lo anterior, los compuestos con actividad antitopoisomerasa
inhiben el crecimiento de JN394 pero no afectan el crecimiento de JN362a.

Como se observa en el Cuadro 11, CPT y ETP afectaron el crecimiento de la cepa JN394,
inhibiéndola un 100.0 £ 0.0 y 78.27 £ 1.53 % respectivamente. En cambio, no
interfirieron en el crecimiento de JN362a (99.51 £ 2.12 y 100.63 + 2.13 %).

En cuanto a los compuestos aislados de A. cuspidata se observd que lla y Ilb tienen
actividad antitopoisomerasa, ya que inhibieron el crecimiento de la cepa JN394 en un y
47.7 + 1.54 y 45.3 = 2.07 %, respectivamente, y no afectaron el crecimiento de la cepa
JN362a (130.34 + 2.08 y 89.67 = 1.36 %). En cambio los compuestos V y X, no
presentaron dicha actividad, dado que el crecimiento de la cepa JN394 no se vio afectado
siendo estadisticamente igual que el control negativo con 99.81 + 1.97 y 99.82 + 2.73 %

de crecimiento.
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Por esta razon, no se probaron contra JN362a, ya que pueden tener un mecanismo de
accion diferente a la inhibicion de las topoisomerasas.

Cuadro 11. Porcentaje de crecimiento* de las cepas JN394 y JN362a en presencia de los controles y
compuestos aislados de A. cuspidata.

Controles y Concentracion IN394™ IN362a™
Compuestos (mg/mL)

DMSO 100.00 £ 0.00* 100.00 £ 0.00
CPT (TOP I) 1 0.00 +0.00 ¢ 99.51 +2.12
ETP (TOP II) 2 21.73+153° 100.63 + 2.13%

lla 12.5 52.28 +1.54° 130.34 £ 2.08°
llb 125 5471 +2.07° 89.67+£1.36°
\Y/ 11.5 990.81+1.97°% ND
X 6 90.82+£2.73% ND

*DMSO control negativo (100 % de crecimiento) ** Los valores son la media + D.E. del experimento por
duplicado. Medias con la misma letra dentro de cada columna no son significativamente diferentes. ND: no
determinado.

Los resultados del presente estudio, indicaron que, las mezclas de acidos grasos libres asi
como, los ésteres metilicos de acidos grasos insaturados y triglicéridos son, en parte los
responsables de la actividad antitopoisomerasa reportada en A. cuspidata.

Nakahara (1922; 1924) reportd por primera vez la actividad anticancerigena de algunos
acidos grasos. Estudios in vitro (Begin et al., 1985; 1986; Dippenaar et al., 1982) y pocas
investigaciones in vivo (Booyens et al., 1984; Kenny et al., 2000), reportan la eficacia y la
selectividad de la destruccién hacia células de cancer en comparacién con las células
normales que tienen ciertos acidos grasos poliinsaturados. También, se ha reportado
actividad antitumoral de acidos grasos insaturados aislados de Euphorbia kansui
(Euphorbiaceae) (Yu et al., 2008). De esa misma especie, se han aislados eésteres
metilicos de acidos grasos, los cuales se consideran agentes quimiopreventivos y
quimioterapéuticos contra el cancer, puesto que causaron apoptosis e inhibicion en células
de cancer gastrico humano (SGC-7901). No obstante, los mecanismos de la actividad
antitumoral inducida por esteres metilicos, ain no se comprende en su totalidad, sin

embargo, por su bajo peso molecular pueden tener capacidad para penetrar el nicleo
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celular y actuar sobre objetivos celulares (Yu et al., 2005), como las topoisomerasas, que
permanecen inaccesibles para compuestos de peso molecular mas grandes (Bittoun et al.,
1999).

Los acidos grasos Z-insaturado (c-UFAS) parecen provocar su accion citotoxica por su
capacidad para aumentar los radicales libres, en consecuencia generan dafio a la
membrana celular y al ADN (Padma y Das 1996; Kumar y Das 1995). El &cido 14-
metilhexadecanoico y otro acido graso con un resto de ciclopropano a una concentracion
de 0.1 mg/mL, mostraron una inhibicidn significativa contra la TOP I, comparable a la de
la camptotecina de 0.2 mg/mL (Lee et al., 1998) asi mismo, estos autores reportan que la
insaturacion y la ramificacion de los &cidos grasos estan estrechamente relacionadas con
su actividad contra TOP I. Considerando lo anterior, los &cidos grasos libres asi como los
ésteres metilicos de acidos grasos insaturados Yy triacilgliceroles presentes en A. cuspidata
con actividad antitopoisomerasa, pueden tener potencial como agentes contra el cancer,

por lo que es necesarios seguir con la purificacion y caracterizacion de estos compuestos.
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Capitulo 5. CONCLUSIONES

1) Del estudio quimico realizado en los diferentes 6rganos de Acalypha cuspidata se
aislaron:

e De hojas-flores (A): metil carboxilato de brevifolina (1), las mezclas de
acidos grasos libres, asi como los ésteres metilicos de acidos grasos
insaturados v triacilgliceroles (Ila y I1b), mezcla de ftalatos con &cidos
grasos (I11), derivado del acido elagico (1Va), acido 3,4-dihidroxibenzoico
en mezcla con carbohidratos (IVb), y 3-O--p-glucopiranésido del g-
sitosterol (V).

e De los tallos (B): mezcla de carotenos, &cidos grasos insaturados, ésteres
metilicos de &cidos grasos Y triacilgliceroles (V1), estigmasterol (VII) y -
sitosterol (VII1).

e De raices (C): 4-O-p-p-glucopiranosido del acido 3,3'-dimetil-elagico (1X)
y (E)-N-feruloil tiramina (X).

2) De los compuestos evaluados biologicamente, las mezclas de acidos grasos libres,
asi como los ésteres metilicos de acidos grasos insaturados Y triacilgliceroles son,
en parte, los responsables de la actividad antitopoisomerasa reportada en A.
cuspidata.

3) EI compuesto 4-O-p-b-glucopiranésido del acido 3,3'-dimetil-elagico (1X), se
reporta por primera vez en la familia Euphorbiaceae.

4) Los compuestos 3-O-p-D-glucopiranosido del p-sitosterol (V) y (E)-N-
feruloiltiramina (X) se reportan por primera vez en el género Acalypha.

5) Al realizar la separacion de los compuestos organicos presentes en tallo (extracto
con sefiales de compuestos de interés) se identificaron esteroles, carotenos,
triacilgliceroles, mezclas de &cidos grasos libres insaturados y ésteres metilicos de
acidos grasos. Por lo que, se atribuye que los compuestos activos en A. cuspidata,

son compuestos principalmente medianamente polares.
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Capitulo 7. APENDICE

Apéndice 1. Experimentos de RMN 1D y 2D de los compuestos aislados en A. cuspidata.

Apéndice 1-a. Espectro de RMN-C en CDCl; a 100 MHz de 11b. El simbolo virgulilla hace referencia a un corte en la parte superior del espectro
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Apéndice 1-b. Espectro HSQC en D0 del acido 3, 4-dihidroxibenzoico (1Vb).
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Apeéndice 1-c. Es ectro DEPTQ en piridina-ds de 3-O-$-pD-glucopirandsido del g-sitosterol (V).
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Apéndice 1-d. Espectro HMBC en piridina-ds de 3-O-$-bp-glucopirandsido del g-sitosterol (V). El simbolo virgulilla hace referencia a
que hubo un corte en la parte superior del espectro.
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Apéndice 1-e. Espectro HMBC en CD30D de 4-O-$-b-glucopiranosido del acido 3,3'-dimetil-elagico (1X).
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Apéndice 1-f. Espectro HSQC en CDsOD de 4-O-$-p-glucopiranosido del acido 3,3'-dimetil-elagico (1X).
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Apéndice 1-g. Espectro NOESY en CD30D de 4-O-$-p-glucopiranosido del &cido 3,3'-dimetil-elagico (1X).
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Apendice 1-h. Espectro HMBC en CD30OD de (E)-N-feruloil tiramina (X).
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Apeéndice 1-i. Espectro HSQC en CD3OD de (E)-N-feruloil tiramina (X).
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Apendice 1-j. Espectro COSY en CD30D de (E)-N-feruloil tiramina (X).
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Apéndice 1-k. iméagenes de algunos compuestos y mezclas obtenidos de los 6rganos de A. cuspidata.

Compuesto | llayllb IVa

53
e
—
Polvo amarillo, soluble en DMSO, Aceitoso de color amarillo, soluble en L
cristaliz6 con MeOH/acetona. cloroformo. Precipito con MeOH, color pardo.
Compuesto V Compuesto VIl y VIl Compuesto I1X Compuesto X

Solido amorfo, Cristales blancos, Cristales blancos, Sélido, color

blanco, soluble en solubles en solubles en ambar, soluble en
piridina. cloroformo. MeOH. MeOH.
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